MARS 1940 


ANNALES 


DE 


LINSTITUT PASTEUR 


JULES VIALA 


(1871-1940) 


Jules Viala a succombé le 24 janvier 1940 4 ’hdpital Pasteur. 
Il a été emporté par une maladie inexorable dont |’issue 
fatale a été reculée de plusieurs années grace aux soins dévoués 
et éclairés qui lui ont été prodigués et qu’il se plaisait, encore 
aux derniers jours de sa vie, 4 reconnaitre. Avec lui disparait 
le plus ancien, sans conteste, des membres de 1’Institut 
Pasteur, ot il est demeuré cinquante-quatre ans. 

Jules Viala naquit le 2 juin 18741 4 Pont-Gisquet, dans le 
pays d’Alais. Employé dés son plus jeune 4ge dans une ver- 
rerie de la région, il fréquentait souvent la magnanerie de 
Pont-Gisquet ot avait habité sa mére et ot travaillait, a ses 
débuts, son oncle Eugéne Viala attaché au laboratoire ins- 
tallé par Pasteur pour y étudier les maladies des vers & soie. 
Lorsque son neveu eut atteint Page de quinze ans, Eugéne 
Viala V’introduisit auprés de Pasteur, qui l’attacha dés son 
arrivée & M. Roux. Jules Viala travailla d’abord au laboratoire 
du 14 de la rue Vauquelin, qui constituait une annexe -du 
laboratoire de la rue d’Ulm. 

En 1888, il suivit M. Roux dans les laboratoires de la rue 
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Dutot nouvellement construits et y fut initié & l’entretien du 
virus rabique de passage et 4 la préparation des moelles rabi- 
ques par son oncle Eugéne Viala dont il prit la succession 
dans le service de la Rage, ow il est resté, au titre de prépa- 


rateur, jusqu’en juin 1935. 


L’activité de Jules Viala ne s’est pas bornée au service de 
la Rage. Il a été un aide précieux pour son maitre M. Roux 
dans toutes les recherches effectuées par celui-ci 4 partir 
de 1886. Il fut spécialement chargé de l’entretien du bacille 
pesteux et de la morve. 

En 1900, il fut désigné pour accompagner le D* Elmassian 
au Paraguay, ot sévissait une cruelle épidémie de peste. 

A partir de 1908, Jules Viala fut chargé par M. Roux d’éta- 
blir la statistique des vaccinations antirabiques. 

Il a publié en 1942, dans les Annales de l'Institut Pasteur, 
une note sur une lapine naturellement réfractaire 4 la Rage, 
et il a signé avec M. Manouélian diverses communications 


relatives a la Rage. 


Jules Viala possédait les qualités les plus précieuses qu’il 
soit possible de rencontrer chez ceux qui, sans étre eux-mémes 
des savants, se sont donné comme mission d’étre pour les 
savants des auxiliaires et de les seconder dans leur ceuvre. 
D’abord et avant tout, il avait la foi, une foi absolue et 
inébranlable, instinctive en méme temps que raisonnée, en 
M. Roux. Sa déférence si grande pour celui-ci n’était que le 
témoignage de l’admiration en laquelle il tenait son chef. 
Son dévouement si complet et si total était fait non seule- 
ment de respect et d’enthousiasme pour le savant, ses travaux 
et ses découvertes, mais encore d’affection profonde pour 
homme simple et bon que savait si souvent étre M. Roux. 
En servant son maitre et en contribuant ainsi & son ceuvre 
glorieuse, Jules Viala a servi la science. Son nom ne sera pas 
oublié des Pastoriens. 

Louis CRUVEILHIER. 


ESSAIS DE TRANSMISSION DU VIRUS DES OREILLONS 


par P. LEPINE, R. SOHIER et M* V. SAUTTER. 


(Institut Pasteur.) 


Les essais de transmission a l’animal du virus des oreillons 
en vue de l’étude expérimentale de l’infection ourlienne 
humaine sont parmi les plus décevants de ceux qui ont tenté 
jusqu ‘ici les chercheurs. Hi n’est pour s’en persuader que de 
parcourir la volumineuse bibliographie et les recherches 
consacrées depuis trente ans a ce chapitre de la pathologie 
infectieuse. | 

Cependant, par son caractére aujourd’hui incontestable de 
viruS filtrable, par l’existence chez l’>homme, non seulement 
de fréquentes complications méningées, mais encore de ménin- 
_gites et méningo-encéphalites ourliennes primitives, le virus 
des oreillons semble devoir a priori entrer dans la catégorie 
des virus 4 manifestations neurotropes, tout au moins occa- © 
sionnelles, et les analogies qu’a ce titre il présente avec 
d’autres virus mieux connus contribuent & entretenir l’espoir 
de pouvoir un jour l’adapter 4 un animal sensible. 

Aussi avons-nous dés l’abord considéré comme particulié- 
rement satisfaisants pour l’esprit les résultats des recherches 
poursuivies par de Lavergne, Kissel et Accoyer (1), dans 
lesquelles ces auteurs rapportent avoir transmis au lapin une 
méningite, voire une névraxite spécifique par injection intra- 
rachidienne de liquide céphalo-rachidien prélevé chez des 
sujets atteints de parotidite et de réaction méningée ourliennes. 


(1) V. ve Lavercne, P. Kissei et H. Accoyer, Ann. Méd., 42, 1987, 
p. 527. V. pe LavEeReGNE et P. Kisser, Rev. d’Immunol., 1938, n° 9, 
p. 411. Et surtout : V. pe Lavereng, P. KisseL, H. Accoyer et H. Caaunin1, 
L’infection ourlienne expérimentale, Imprimerie Georges Thomas, 
Nancy, 1937. 
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I. — RECHERCHES SUR LE LAPIN INOCULE PAR VOIE SOUS-OCCIPITALE. 


Prenant pour base de ces recherches les résultats acquis par 
de Lavergne, Kissel et leurs collaborateurs, et désirant étudier 
les réactions méningées lymphocytaires au cours d’infections 
curables & virus neurotropes, nous avons inoculé des lapins 
suivant la technique indiquée par ces auteurs. 

Dés nos premiéres tentatives, nous fimes arrétés par une 
discordance inattendue entre nos résultats et ceux que nous 
escomptions. C’est ainsi que nous avons été amenés, dans 
le but d’élucider ce point, a reproduire dans des conditions 
que nous avons cherché aussi rigoureuses que possible, les 
expériences des auteurs nancéiens. 

Dans ce but nous avons inoculé a des lapins par voie sous- 
occipitale : 

1° Des liquides d’oreillards présentant une réaction ménin- 
gée contrélée cytologiquement ; 

2° Des liquides céphalo-rachidiens de témoins divers ; 

3° Des filtrats de salive d’ourliens, filtrats soit de salive 
totale, soit de salive parotidienne prélevée selon la technique 
décrite par l’un de nous [R. Sohier et Nabonne (2)|; dans l’un 
et autre cas, un examen préalable permettait de vérifier que 
les salives recueillies présentaient bien les caractéres patho- 
logiques qui ont été précédemment décrits [R. Sohier et 
Jaulmes (3)]. 


TecaniquE. — Les malades qui ont servi de donneurs pro- 
venaient du service hospitalier de l’un de nous ; ils ont été 
observés dans des conditions quasi idéales dés les premiéres 
heures de l’infection et les produits pathologiques ‘ont été 
recueillis aux moments les plus favorables. Il s’agissait tou- 
jours de sujets présentant une parotidite ourlienne clinique- 
ment typique, évoluant sous forme nettement épidémique, et 
l'on pouvait méme souvent retrouver la source du contage. 


(2) R. Sommr et Nasonne. C. R. Soc. Biol., 434, 1939, p. 881. 
(3) R. Sommer et Ch. Jaurmes. C. R. Soc. Biol., 131, 1939, p, 1000. 
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5) . 5 sy io ay. ° 
Nous n’avons, en effet, jamais utilisé de produits provenant 
de cas sporadiques dont 1’étiologie aurait pu étre discutée. 


La salive était prélevée aussi rapidement que possible. Ainsi, 
pour quelques malades qui provenaient de groupements dans 
lesquels des cas d’oreillons avaient déja été constatés et qui 
étaient envoyés trés rapidement & I’hépital par leur médecin, 
il nous est arrivé d’effectuer la prise de salive dix-huit A vingt- 
quatre heures aprés le début de la maladie. Le liquide céphalo- 
rachidien était prélevé chez des sujets présentant une réaction 
méningée cliniquement décelable, apparue en. général du 
deuxiéme au septiéme jour de la maladie, ou, pour quelques- 
uns, a titre de manifestation primitive. Cette réaction était 
confirmée par un examen biologique complet du liquide 
céphalo-rachidien (cytologie et chimie); un examen bactério- 
logique permettait de constater la stérilité. 


Un certain nombre de malades n’avaient subi aucun traite- 
ment au moment ow la ponction était faite. D’autres avaient 
pris, depuis le début de la maladie, une potion contenant de 
lurotropine et de l’iodure de potassium. Nous tenons a signaler 
ce fait, encore que nous ne pensions pas que cette médication 
ait pu exercer une influence nocive sur le virus présumé 
contenu dans le liquide céphalo-rachidien prélevé. En effet 
(et nous apportons l’observation de plusieurs centaines de 
cas), ce traitement a base d’urotropine et iodure, a faible 
dose du reste, n’a jamais paru modifier l’évolution de la 
maladie lorsqu’on prend comme terme de comparaison, ainsi 
que nous l’avons fait, des sujets n’ayant recu aucune médi- 
cation. Celle-ci n’avait d’influence ni sur la courbe thermique, 
ni sur l’apparition des complications orchitiques, ménin- 
gées, etc. 

Voici, A titre documentaire, quelle était au moment du 
prélévement, et par conséquent de l’inoculation aux animaux, 
la cytologie de quelques-uns des liquides céphalo-rachidiens : 


Led..., 17 juin 1938, liquide trouble contenant 591 éléments blancs 
par millimétre cube et 2,4 hématies ; formule : lymphocytes, 82 ; cellules 
endothéliales, 16; polynucléaires non altérés, 2 ; albumine (Sicard), 
0 gr. 52; examen bactériologique négatif. 

Lab..., 23 octobre 1938 : liquide légérement opalescent ; 168 éléments 
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blancs au millimétre cube & la cellule de Nageotte ; albumine, 0 gr. 56°; 
examen bactériologique négatif. 


Maz..., 31 mars 1939 : 74,4 lymphocytes par millimétre cube ; absence 
d’hématies ; albumine, 0 gr. 22 ; examen bactériologique négatif. 


Rob..., 8 février 1939; entré a Vhdpital le 1% février avec signes 
parotidiens, orchite gauche et symptémes généraux. Le 8, céphalée, 
symptémes méningés. Ponction : 210 éléments surtout lymphocytaires; 
1,2 hématies ; albumine, 0,20 (Vernes). 


Ga..., 13 février 1939. Oreillons typiques ; céphalée depuis quarante- 
huit heures. Ponction : 175 lymphocytes, 2 hématies ; albumine, 0,48. 


Dou..., 17 mars 1939. Entré le 13 avec parotidite, symptémes géné- 


raux ; céphalée le 16 ; ponction le 17 : 447,2 lymphocytes, 50 hématies ; 
albumine, 0,48. 


Ro..., 6 mai 1939 ; début des phénoménes il y a trois jours : paro- 
tidite bilatérale, symptémes généraux, céphalée et syndrome méningé. 
Ponction : 376 lymphocytes, quelques hématies ; albumine, 0,56 (Sicard). 


L’inoculation des produits a eu lieu dans les délais les plus 
courts, soit immédiatement au lit du malade, soit aprés un 
transport d’une durée ne dépassant pas habituellement une 
demi-heure. Durant le trajet, les tubes de liquide céphalo- 
rachidien ou de salive ont été, soit maintenus 4 la tempéra- 
ture du corps pour les uns, soit pour les autres, congelés dans 
un mélange réfrigérant ; parfois les deux méthodes ont été 
appliquées concurremment sur deux échantillons d’un méme 
produit et les liquides obtenus, soit mélangés, soit inoculés A 
des animaux différents. 

La technique de l’inoculation intrarachidienne chez le lapin 
a été celle mise au point par l’un de nous et couramment 
employée dans le laboratoire. Le lapin & inoculer est tenu 
par un aide, qui le roule dans la position de la culbute en 
lui tenant les pattes antérieures et les pattes postérieures avec 
la seule main droite, le corps du lapin étant contenu entre 
Vavant-bras et le flanc gauche de laide ;la main gauche 
maintient la téte du lapin en hyperflexion, les oreilles rabat- 
tues sous le menton et le vertex appuyé sur un objet (boite 
haute d’une vingtaine de centimétres) posé sur la table. L’opé- 
rateur, aprés avoir épilé la région occipitale de animal qui 
se présente ainsi tendue & souhait, trace au crayon gras deux 
repéres sur la peau de la nuque, I’un vertical, qui suit la ligne 
des apophyses épineuses, s’arréte a celle de l’atlas, 1l’autre 
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horizontal marque les bosses occipitales. Aprés asepsie de la 
peau, laiguille (aiguille & biseau court d’acier inoxydable de 
8/10 de diamétre et de 25 millimétres de iong) est enfoncée 
exactement sur la ligne médiane, perpendiculairement au plan 
de la peau, au centre de l’espace délimité par les repéres, et 
poussée lentement jusqu’au moment ou, aprés traversée du 
ligament jaune, le liquide, qui sourd en gouttes pressées, 
apparait au pavillon de l’aiguille. 

L’opérateur étant familiarisé avec cette technique, il est 
rare que la ponction raméne du sang. Lorsque cette éventua- 
lité s’est produite lors de la premiére ponction chez des 
animaux neufs, ceux-ci ont été rejetés. 

Pour le reste, notre technique a été celle de de Lavergne et 
Kissel : soustraction d’environ 1c.c.5 de liquide chez le 
lapin neuf et remplacement par une quantité équivalente du 
produit pathologique a injecter. Les ponctions ultérieures ont 
été faites en général & partir du troisiéme jour et, suivant les 
résultats obtenus, répétées a des intervalles variables. I] va 
sans dire que le liquide céphalo-rachidien des animaux neutls 
soustrait avant inoculation était soumis 4 un examen cytolo- 
gique ; ce liquide a toujours été normal. 


Résuttats. — I] nous faut ici rappeler les résultats obtenus 
_par de Lavergne, Kissel et leurs collaborateurs tels qu’ils sont 
rapportés dans L’infection ourlienne expérimentale. 

Pour ces auteurs, « tout lapin qui recoit par voie sous- 
arachnoidienne du liquide de méningite ourlienne présente, 
au quatriéme jour, une réaction cellulaire qui égale au moins 
100 et peut étre décuple de ce chiffre, alors que chez les témoins 
on n’observe rien de semblable » (loc. cit. p. 87). « La réac- 
tion cellulaire subit trois ressauts : un premier assez violent, 
trés précoce, qui se termine au troisiéme jour ; nous le savons, 
il s’agit d’une réaction banale, non spécifique, due a la péné- 
tration dans les méninges d’un liquide hétérogéne. Un 
deuxiéme du quatriéme au douziéme jour (environ), moins 
violent que le premier, plus étendu, lymphocytaire pur, ne se 
produisant que chez les animaux ayant recu du liquide d’our- 
lien et se produisant alors chez tous. Nous l’avons interprété 


180 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


comme relevant d’un processus de méningite » (loc. cit., p. 66). 
« L’injection sous-occipitale de liquide céphalo-rachidien de 
méningite ourlienne au lapin détermine une méningite — de 
facon constante —- suivie d’encéphalo-myélite chez 50 p, 100 
d’entre eux » (loc. cit., p. 86). « Si l’on injecte & des lapins 
normaux du liquide céphalo-rachidien d’homme atteint de 
méningite ourlienne, une ponction pratiquée au quatriéme- 
sixiéme jour montrera, dans 95 p. 100 des cas, que le chiffre 
des cellules est voisin de 100, souvent trés supérieur a ce 
chiffre (jusqu’éa 1.000) et exceptionnellement entre 70 et 100. 
Par ailleurs le méme phénoméne d’hyper-lymphocytose 
notable au quatriéme jour se retrouve chez les lapins chez 
lesquels a été réalisé un passage » (loc. cit., p. 106) 

Ajoutons, toujours d’aprés le méme travail : 

4° Que chez un certain nombre d’animaux ayant présenté 
de la méningite, on voit surgir une reprise Ou une accen- 
tuation secondaire de la lymphocytose et apparaitre quelque- 
fois des signes secondaires de névraxite ; 

2° Que chez ces animaux, sacrifiés au moment ou ils présen- 
taient une hypercytose rachidienne, il existe des lésions histo- 
logiques méningées et cérébrales manifestes ; 

3° Que, par contre, l’inoculation de filtrat de salive de 
malades pratiquée dans les mémes conditions s’est constam- 
ment montrée inopérante (loc. cit., passim). 

En définitive, doit étre retenue pour spécifique une lympho- 
cytose rachidienne élevée (généralement supérieure & 100, en 
tout cas supérieure 4 50), apparaissant chez le lapin du qua- 
triéme au sixiéme jour aprés l’inoculation sous-occipitale de 
liquide céphalo-rachidien d’oreillard méningitique, et s’éten- 
dant jusque vers le douxiéme jour. 

Nous n’avons pu, quant & nous, malgré la répétition de nos 
essais, observer cette méningite lymphocytaire spécifique. 

Nos résultats sont déduits des observations de 77 lapins, sur 
lesquels un total de 343 examens de liquide céphalo-rachidien 
ont été pratiqués : 163 examens chez des lapins inoculés avec 
des liquides céphalo-rachidiens provenant d’oreillards, 75 chez 
des Japins inoculés avec des liquides céphalo-rachidiens 
témoins, et 105 chez des lapins inoculés avec des filtrats de 
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salive de malades atteints d’oreillons ; en outre, 6 lapins 
neufs n’ayant regu aucune espéce d’injection ont subi un total 
de 30 ponctions successives pour juger de l’influence des seules 
ponctions répétées sur la cytologie de leur liquide céphalo- 
rachidien. 


Les examens chez les animaux inoculés ont porté essentiel- 
Jement sur la période a priori intéressante, c’est-d-dire celle 
qui s’étend du quatriéme au sixiéme jour, ainsi que sur les 
jours suivants (septiéme-douziéme jour), puis répétés ultérieu- 
rement de facon a suivre |’évolution de la cytologie rachi- 
dienne. Les ponctions ont été disposées par la suite & des inter- 
valles variables, de maniére que l’ensemble des résultats 
obtenus permette d’explorer la cytologie rachidienne des 
lapins quotidiennement jusqu’au soixante-dixiéme jour, la 
densité des examens faits allant en décroissant a partir du 
trentiéme jour. 

Pour ne pas allonger indéfiniment la lecture des résultats, 
nous condenserons ci-aprés en un tableau les résultats des 
ponctions groupés en : 

a) Résultats du premier au troisiéme jour, c’est-a-dire 
période de réaction non spécifique ; 

b) Quatriéme-sixiéme jour, période de la réaction supposée 
spécifique ; 

c) Septiéme-dixiéme jour, deuxiéme partie de la réaction 
spécifique ; 

d) Au dela, de dix jours en dix jours, jusqu’au soixante- 
dixiéme jour (recherche de la reprise secondaire). 

On voit que jusqu’au troisiéme jour on observe une réaction 
intense, non spécifique, aussi bien avec les liquides céphalo- 
rachidiens témoins qu’avec ceux d’oreillards. Notons que la 
réaction semble plus intense chez ceux qui ont regu le liquide 
céphalo-rachidien d’oreillard : c’est, en réalité, qu’ayant recu 
une quantité importante (plus de 4 c. c.) d’un liquide céphalo- 
rachidien déja par lui-méme hypercytosique, aux cellules réac- 
tionnelles de l’animal s’ajoutent les cellules d’origine humaine 
que l’on doit retrouver 4 l’examen. La différence avec les Dee 
traités avec des liquides pathologiques correspond en effet a 
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Tableau résumant les résultats de 343 examens. 


NOMSRE MOYFN- DE LEUCOCYTES 
par millimétre cube 
de liquide céphalo-rachidien 
des lapins inoculés 
par voie sous-occipitale 


PERIODE (4) 


pathologique 
(oreillons) 
Liquide 
céphalo-rachidien 
(témoins) 
Salive oreillons 
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Premier au troisiéme jour 

Quatriéme au sixiéme jour 

Septiéme au dixiéme jour 

Dixiéme au vingtiéme jour 

Vinget et uniéme au trentiéme jour 

Trente et uniéme au quarantiéme jour. . . 

Quarante et uniéme au cinquantieme jour. 

Cinquante et uniéme au soixantiéme jour . 

Soixante et uniéme au soixante-dixiéme jour. (2; 
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(4) 


(1) Avant Vinocuiation (liquide céphalo-rachidien retiré au moment de l’inoculation) les 
lapins ont en moyenne 3,2 cellules par millimétre cube. 

(2) Six examens seulement, avec un résultat de 34,8 chez un animal, responsable de 
Vaugmentation de la moyenne. 

@) Pas d’examen pratiqué aprés le soixantiéme jour. 
4) Six examens seulemeni. 


la moyenne de l’hypercytose des liquides pathologiques 
injectés. 

Les résultats rencontrés dans les deux périodes suivantes 
(quatriéme-sixiéme jour et septiéme-dixiéme jour) ne font 
apparaitre aucune différence caractéristique entre les lapins 
ayant recu des liquides témoins et ceux ayant recu des liquides 
pathogénes. L’hypercytose relative qui s’observe parait étre 
la conséquence directe de la réaction aspécifique des quarante- 
huit premiéres heures. Les lapins ayant recu des filtrats de 
salive réagissent moins, car ils ont recu un liquide en réalité 
plus dépouillé de substances étrangéres que les lapins ayant 
recu un liquide céphalo-rachidien, méme normal. En tout cas, 
et c’est 14 le gros point, on ne note 4 aucun moment chez les 
lapins ayant regu les liquides pathologiques cette lympho- 


TRANSMISSION DU VIRUS DES OREILLONS 183 


cytose dépassant 100 éléments que nous nous attendions 4 
trouver. 

La suite des examens jusqu’au soixante-dixiéme jour ne 
fait que confirmer ces résutats. 

Bien que les résultats des inoculations directes de liquides 
se soient montrés aussi décevants, nous avons cru devoir 
effectuer quelques passages de liquide céphalo-rachidien 
d’animaux inoculés & des animaux neufs. En aucun cas la 
cytologie du liquide céphalo-rachidien de ces animaux de 
passage n’a différé de celle des animaux neufs. 

Tous les lapins inoculés, quel que soit le produit, patholo- 
gigue ou non, qu’ils aient regu, ont été par la suite sacrifiés 
& un moment variable aprés l’inoculation, entre le sixiéme 
et le quatre-vingtiéme jour. Le névraxe de ces.animaux a été 
Vobjet d’un examen histologique minutieux et. complet. En 
aucun cas nous n’avons réussi A mettre en évidence de 
réaction histologique d’un type quelconque, méningitique ou 
encéphalitique, qui puisse étre attribuée a Jl’action d’un 
ultravirus. 


‘Conciuston. — En définitive, dans nos expériences, que nous 
croyons avoir pratiquées avec toute la-rigueur. désirable, ni 
chez les lapins inoculés avec du liquide céphalo-rachidien de 
témoin, ni chez ceux ayant recu des filtrats de salive (ces deux 
premiers résultats étant A attendre), et encore moins chez 
ceux ayant recu du liquide céphalo-rachidien provenant de 
cas humains de méningite ourlienne, nous n’avons vu survenir 
de réaction lymphocytaire notable répondant aux observations 
faites par de Lavergne et Kissel. Nous nous avouons incapables 
d’expliquer la raison d’une divergence aussi complete et, 
pour nous, aussi inattendue. Nous avions cru un instant pou- 
voir l’expliquer par le détail suivant : de Lavergne et Kissel 
disent en effet, en préambule, & propos de la cytologie 
normale du liquide céphalo-rachidien de lapin : « En ce qui 
concerne la cytologie (appréciée par numération a la cellule 
de Nageotte), le liquide céphalo-rachidien du lapin renferme 
2-4 10 lymphocytes par millimétre cube: La présence histolo- 
gique de sang ne semble pas apporter une cause d’erreur 
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importante. » Des essais préliminaires nous ont persuades, 
au contraire, que la présence de sang méme a un deere 
simplement cytologique, est chez le lapin la cause d’une 
réaction cellulaire qui dure parfois assez longtemps. C'est pour- 
quoi nous avons pris soin, dans nos expériences, d’éliminer 
tout lapin ayant saigné lors de la premiére ponction. Nous ne 
pensons pas que cette cause d’erreur, facilement décelable 
chez les témoins, soit a retenir. 

Nous n’éliminons nullement Vhypothése suivant laquelle 
notre propre technique se serait montrée défectueuse par 
quelque point qui nous échappe. Nous avouons cependant 
avoir retourné le probléme en tous sens sans arriver & saisir 
les erreurs que nous aurions pu introduire dans ]’expérimen- 
tation. C’est pourquoi il nous a paru utile de rapporter ici 
nos résultats en laissant 4 d’autres le soin de trancher le débat. 


Il. — AUTRES ESSAIS SUR LE LAPIN. 


Parallélement aux recherches rapportées ci-dessus, nous 
avons exécuté un certain nombre d’inoculations chez les lapins, 
ces animaux recevant soit des liquides céphalo-rachidiens 
d’oreillards atteints de méningite, soit des filtrats de salive 
d’ourliens, soit méme de la salive pure. Les inoculations ont 
été pratiquées par voie intracérébrale ou par voie testiculaire, 
ou par ces deux voies a la fois. Les animaux ont été observés 
pendant une période de quarante 4 cinquante jours, leur 
température étant prise quotidiennement ; ils ont été sacrifiés 
par la suite et leurs organes examinés histologiquement. Des 
ponctions sous-occipitales ont également été pratiquées chez 
ces animaux a des intervalles variables en vue d’examens 
cytologiques. 

Toutes ces recherches ont été dans leur ensemble totalement 
négatives. 


Ill. — Essais sun LE CHAT. 


Parmi les essais aujourd’hui classiques de tentative de 
transmission du virus des oreillons, ceux de Martha Woll- 
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stein (4) paraissent avoir établi que les chats sont sensibles a 
Vinfection ourlienne. 

Martha Wollstein a utilisé essentiellement trois méthodes 
dinoculation, injectant le produit supposé virulent soit par 
voile sous-arachnoidienne, soit par voie intratesticulaire, soit 
enfin dans la parotide. 

Le résultat des inoculations sous-arachnoidiennes qu’elle a 
effectuées parait du reste discutable, en raison de la précocité 
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Fic. 4. — Réaction fébrile (du dix-septiéme au vingt-quatriéme) jour d’un 
Macacus cynomolgus inoculé par voie sous-occipitale avec un liquide céphalo- 
rachidien d’ourlien présentant une réaction méningée (376 lymphocytes). 


de la réaction méningée obtenue et des modifications cytolo- 
giques observées (polynucléose). 

Nous avons inoculé 44 jeunes chats avec des liquides patho- 
logiques (liquide céphalo-rachidien, filtrats de salive paroti- 
dienne, salive parotidienne non filtrée) de malades atteints 
d’oreillons, en utilisant les voies intracérébrale, intrapérito- 
néale ou intratesticulaire, le plus souvent par ces voies combi- 
nées. Les animaux ont été observés, sacrifiés et leurs organes 


(4) Martha Wo.ssrew. J. Exp. Med., 23, 1916, p. 353. Ip., ibid., 28, 
1918, p. 377. Ip., ibid., 1921, p. 537. 


186 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


examinés histologiquement. Dans l’ensemble, les résultats ont 
été négatifs. 

Quant aux inoculations intraparotidiennes, qui, d’aprés le 
travail de Martha Wollstein, paraissent les plus démonstra- 
tives, nous avions commencé a les faire lorsque les événements 
ont interrompu nos recherches. . 


IV. — INOCULATION AU SINGE. 


Nous avons, soit par injection intracérébrale, soit par voie 
sous-occipitale, inoculé 4 des singes des liquides céphalo-rachi- 
diens ourliens pathologiques, en général les mémes que ceux 
qui ont servi & inoculer les lapins pour les expériences rappor- 
tées en I. Douze singes (4 callitriches et 8 cynomolgus) ont été 
ainsi inoculés. 

Les résultats de ces expériences ont montré qu’aprés une 
incubation d’une durée variable, mais qui a été en général 
de neuf 4 quatorze jours, les animaux inoculés font le plus 
souvent une période fébrile d’une durée de quatre @ six jours. 
Ils ne présentent & ce moment aucun signe d’atteinte générale 
ni de manifestation nerveuse ou méningée : seule la courbe de 
température traduit la réaction. La ponction sous-occipitale 
pratiquée alors révéle une hyper-lymphocytose qui a pu étre 
assez importante (jusqu’é 184 éléments), mais qui se tient 
généralement entre 50 et 100. Malheureusement, il est difficile 
de suivre l’évolution de cette hypercytose rachidienne chez le 
singe, car la répétition des ponctions raméne a peu prés 
inévitablement du sang et, & partir de ce moment, l’évolution 
de la cytologie rachidienne est troublée (cf. figure 4). 

Les passages ont été réalisés de singe a singe avec des 
liquides prélevés au moment méme de la réaction cytologique. 
Dans un cas trois passages, dans l’autre deux, ont permis de 
reproduire chez les animaux de passage les symptémes fébriles, 
mais avec une atténuation progressive, qui empéche de trans- 
mettre en série |’infection ainsi obtenue. 

Ces résultats nous paraissent établir la réceptivité’ des 
singes cynomolgus et callitriches au virus contenu dans le 
liquide céphalo-rachidien pathologique de malades atteints 
d’oreillons, mais ils montrent en méme temps que la sensi- 
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bilité de cet animal au virus est trop faible pour permettre 
Ventretien par passages. Il se peut que, par des artifices 
d‘inoculation ou par l’inoculation d’autres produits, on arrive 
a renforcer la virulence du matériel ou & augmenter la sensi- 
bilité du singe pour obtenir des conditions satisfaisantes 
d’étude et d’entretien du virus. Nous avions entrepris des 
essais dans ce sens, notamment par l’inoculation de sang 
défibriné de malades, prélevé & la période d’infection : ces 
recherches ont été interrompues par les événements. 


V. — AUTRES ANIMAUX. 


Signalons pour mémoire qu’en méme temps que les expé- 
riences rapportées plus haut, nous avons, avec les mémes 
produits pathologiques, inoculé par des voies diverses (intra- 
cérébrale, intratesticulaire surtout), 1&8  souris, 6 rats et 
12 cobayes, qui ont été observés sans présenter de phénoménes 
pathologiques et dont les organes, et notamment le névraxe, 
examinés histologiquement par la suite, n’ont montré aucune 
-altération notable. | 


VI. — Concwustons. 


Nous remarquions, au début de cet essai; combien étaient 
décevantes les diverses tentatives de reproduction expérimen- 
tale de la maladie ourlienne, et de fait, dans cette importante 
bibliographie 4 laquelle nous faisions allusion, on retrouve 
assez fréquemment la relation d’expériences contradictoires. 

Nous avons résumé le résultat des recherches que nous 
avons entreprises en utilisant le lapin, puis divers animaux. 
Si l’on met a part le chat, chez lequel nous n’avons fait que 
des inoculations intracérébrales, intrapéritonéales et intrates- 
ticulaires sans pouvoir terminer des essais d’inoculation intra- 
parotidienne qui peut-étre auraient permis des constatations 
intéressantes, il ne reste guére que le singe qui paraisse 
sensible au virus ourlien. 

Comme pour le chat, nous désirons du reste reprendre les 
tentatives d’inoculation par voie intraparotidienne, qui avaient 
été faites par Johnson et Goodpasture. Les résultats obtenus 
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par les auteurs américains paraissent des plus démonstratifs. 
On sait qu’ils furent discutés par Levaditi, Martin, Bonnefoi 
et Schoen ; mais la constatation récente, dans la_ salive 
d’hommes atteints d’oreillons, de modifications cellulaires et 
d’inclusions protoplasmiques (R. Sohier) ‘tout 4 fait compa- 
rables & celles décrites par Johnson et Goodpasture dans les 
parotides de singes inoculés nous incite a tenter de nouvelles 
recherches. 

La négativité des résultats que nous venons de rapporter 
ne doit pas, en effet, nous faire abandonner |’espoir de 
reproduire expérimentalement la maladie. Ces essais n’ont 
pas, croyons-nous, qu’un intérét purement spéculatif : de 
leur réussite dépend la solution du probléme toujours posé, 
non seulement de 1’étiologie exacte des oreillons, mais aussi 
de celle des réactions méningées lymphocytaires étudiées en 
particulier par l’un de nous (P. Lépine). Si en effet certaines 
sont dues incontestablement au virus de la chorioméningite, 
d’autres peuvent étre provoquées par différents virus neuro- 
tropes (poliomyélitique, ourlien, etc.). 

En |’état actuel de nos méthodes d’investigation, ce n’est 
guére que par l’essai de transmission ou de reproduction 
expérimentale de la maladie que l’on arrivera a débrouiller 
progressivement ce chapitre encore confus de la pathologie 
des infections du systéme nerveux. 


SUR LA VACCINATION ANTITUBERCULEUSE DU COBAYE 
AU MOYEN DU BCG 
INTRODUIT PAR DES PIQURES CUTANEES MULTIPLES 
OU PAR DES SCARIFICATIONS DE LA PEAU 


par L. NEGRE et J. BRETEY. 


(Institut Pasteur. Laboratoires de recherches 
sur la tuberculose.) 


S. R. Rosenthal a récemment préconisé, pour la vaccina- 
tion par le BCG, une nouvelle méthode d’introduction de 
ce germe dans l’organisme au moyen de piqtres cutanées 
multiples. Par sa facilité d’application et par les résultats 
qu'il a donnés dans les mains de son auteur, ce procédé parait 
présenter un tel intérét que nous avons repris son étude expé- 
rimentale. 

Pour vacciner le cobaye, 8. R. Rosenthal dépose sur la peau 
rasée, de chaque cété de la colonne vertébrale, I goutte de 
la suspension de BCG qui sert a la vaccination des enfants 
nouveau-nés par la voie buccale et qui contient 5 milligrammes 
de ces germes par centimétre cube. On introduit la pointe 
d’une aiguille dans la goutte du vaccin et, en appuyant modé- 
rément, on fait dans chaque goutte 30 piqtres n’intéressant 
que les couches superficielles de la peau, soit au_ total 
60 piqires. S. R. Rosenthal évalue 4 600.000 le nombre de 
germes ainsi introduits dans la peau. 

Six A quinze jours aprés cette vaccination, on sent, par 
palpation de la surface de la peau qui a recu les piqtres, des 
petits nodules dont le volume ne dépasse pas celui d’une téte 
d’épingle. Ils disparaissent en deux semaines sans suppurer 
et sans laisser de cicatrices. 

Les cobayes ainsi vaccinés et éprouvés a intervalles régu- 
liers par injection intradermique de 0 c. c. 2 de tuberculine 
brute diluée au 1/10 ont réagi positivement dans la propor- 
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tion de 58,3 p. 100 dés le huitiéme jour, de 87,3 p. 100 aprés 
quatre semaines et de 106 p. 100 au bout de neuf mois. Trois 
ans aprés cette vaccination ces animaux réagissent toujours. 
Nous avons repris les expériences de 8. R. Rosenthal chez 
le cobaye et nous les avons complétées en essayant d’apprécier 
le degré de résistance & une infection virulente d’épreuve 
des animaux ainsi vaccinés lorsqu’ils sont devenus allergiques. 
Nous avons, d’autre part, cherché & nous rendre compte si 
Vintroduction du BCG dans lorganisme du cobaye par des 
scarifications de la peau serait susceptible de donner des 
résultats analogues & ceux qu’on obtient par les piqtres. 


SENSIBILISATION A LA TUBERCULINE ET IMMUNISATION DES COBAYES 
VACCINES PAR DES PIQURES CUTANEES MULTIPLES 


Pour pratiquer ces piqures, nous avons suivi exactement 
la technique de S. R. Rosenthal. 

Les cobayes sont épilés dans la région lombaire prés de la 
colonne vertébrale. La peau ainsi mise & nu est dégraissée a 
l’éther. On y dépose I goutte de la suspension de BCG qui 
sert a la vaccination des enfants par la voie buccale, et on 
pratique a travers cette goutte, dans la peau, 30 piqtres avec 
une aiguille flambée. 


Exprrience I. — 17 cobayes sont vaccinés en suivant cetie méthode. 
Huit jours aprés cette vaccination, les réactions allergiques de ces 
animaux sont étudiées par injection intradermique de 0 c. c. 1 de 
tuberculine diluée 4 1/20; 8 d’entre eux réagissent positivement, soit 
47 p. 100. ; 

Une nouvelle épreuve 4 la tuberculine par le méme procédé est 
effectuée un mois aprés la vaccination sur les 11 animaux survivants ; 
7 sur 11 réagissent positivement, soit 63,6 p. 100. 

Les 7 cobayes survivants, qui ont réagi positivement & la tubercu- 
line un mois apres leur vaccination, sont éprouvés 4 ce moment, 
ainsi que 10 cobayes témoins non vaccinés, par injection sous-cutanée 
sous la peau de la cuisse droite de 1/2.000 de milligramme d’un bacille 
tuberculeux virulent (souche humaine 239). 

Quatre cobayes vaccinés meurent prématurément. Les 3 survivants 
et les 10 témoins sont sacrifiés six semaines aprés leur infection. 

Les cobayes témoins ont des lésions confluentes sur la rate, alors 
que 2 vaccinés ont sur ces organes des lésions moins nombreuses 
et que le troisitme n’a que deux tubercules. Chez les 3 vaccinés, 
il y a une absence presque compléte de lésions sur le foie et les 
poumons, alors qu’elles sont trés nombreuses chez les témoins sur les 


mémes organes. 
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Il restait 4 étudier la sensibilisation et Vimmunisation des cobayes 
vaccinés qui n’avaient pas réagi A la tuberculine un mois aprés la vacci- 
nation. Deux mois aprés celle-ci, 3 cobayes survivaient. Une nouvelle 
épreuve 4 la tuberculine a montré que ces animaux réagissaient positi- 
vement. 

Ils ont été éprouvés & ce moment, c’est-a-dire deux mois apres leur 
vaccination, ainsi que 8 témoins, par injection sous-cutanée de 
0 milligr. 0001 d’un bacille tuberculeux virulent (souche humaine 239). 
Ils ont été sacrifiés, ainsi que les témoins, cing semaines aprés l’épreuve 
virulente. 

Alors que les cobayes témoins avaient de nombreux tubercules sur 
leurs rates, les 2 vaccinés n’avaient aucune lésion sur ces organes 
et 1 quelques rares granulations. 


Il ressort de ces expériences que les cobayes vaccinés par 
30 piqtres de BCG réagissent positivement & la tuberculine 
dans la proportion de 47 p. 100 aprés huit jours et de 
63,6 p. 100 au bout d’un mois. Ceux qui étaient allergiques 
et qui ont été éprouvés par injection sous-cutanée d’un bacille 
humain virulent ont présenté une certaine résistance vis-a-vis 
de cette infection, comparativement aux témoins. Cette résis- 
tance était encore plus marquée chez ceux qui ont été infectés 
deux mois aprés leur vaccination. 

Dans une autre série d’expériences, nous avons cherché a 
nous rendre compte si l’augmentation du nombre des piqutres 
renforcerait l’allergie et l’immunité des cobayes vaccinés par 
cette méthode. 


Expérience II]. — 11 cobayes ont été vaccinés comme ceux de l’expé- 
rience précédente, mais ils ont recu dans la région lombaire, de chaque 
cété de la colonne vertébrale, 30 piqires de BCG, soit en tout 60 
piqures. 

Ils ont été éprouvés a la tuberculine huit jours aprés cette vaccination 
par injection intradermique de 0 c.c. 1 de tuberculine diluée a 1/20 ; 
6 d’entre eux ont réagi positivement, soit 54,5 p. 100. Un mois aprés 
la vaccination, une nouvelle épreuve 4 la tuberculine a été faite ; 
6 animaux sur 7 survivants ont réagi positivement, soit 85,7 p. 100. 

Ces 6 cobayes allergiques ont été immédiatement éprouvés, ainsi que 
7 cobayes témoins, par injection sous-cutanée de 1/2.000 de milligramme 
de la souche humaine virulente 239. 

Tous ont été sacrifiés cing semaines aprés leur infection. Les témoins 
présentaient de gros ganglions sous-lombaires du cété inoculé et de 
nombreux tubercules sur la rate. Certains d’entre eux avaient quelques 
granulations sur le foie. oe ; = ; 

Les cobayes vaccinés avaient en général des ganglions sous-lombaires 
moins volumineux que ceux des témoins, ils étaient tous exempts de 
lésions sur la rate et sur les autres organes. 
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On peut voir, d’aprés ces résultats, que le fait d’avoir 
doublé le nombre des pigtres de BCG, 60 au lieu de 30, a 
augmenté la proportion des réactions positives a la tubercu- 
line : 54,5 p. 100 aprés huit jours, 85,7 p. 100 aprés un mois. 
Il semble aussi qu’un mois aprés leur vaccination, la résis- 
tance des cobayes ainsi immunisés était plus prononcée que 
celle des animaux qui n’avaient recu que 30 piqures. 

Dans ces deux séries d’expériences, il faut noter la préco- 
cité d’apparition de l’allergie. Environ 50 p. 100 des animaux 
vaccinés réagissent positivement a la tuberculine, huit jours 
aprés la vaccination. 


SENSIBILISATION A LA TUBERCULINE 
ET IMMUNISATION DES COBAYES VACCINES PAR DES SCARIFICATIONS 
CUTANEES IMPREGNEES DE BCG. 


Dans cette seconde série d’expériences, nous avons cherché 
a nous rendre compte si les scarifications de la peau donnent 
les mémes résultats que les piqires dans l’immunisation anti- 
tuberculeuse du cobaye. Nous avons suivi la technique sui- 
vante : I goutte de la suspension de BCG contenant 5 milli- 
grammes par centimétre cube est déposée sur la peau épilée de 
la région lombo-sacrée du cobaye ; 6 scarifications de 4 centi- 
métre de longueur environ sont pratiquées avec un vaccino- 
style sur la peau sous-jacente A cette goutte ; on évite de faire 
trop saigner et on laisse la goutte se dessécher avant de lacher 
Vanimal. 

Au bout d’une semaine, une infiltration apparait dans la 
région de la peau qui a subi les scarifications. Aucune suppu- 
ration ni aucun engorgement des ganglions ne se manifestent. 
Trois 4 quatre semaines aprés, la peau redevient souple sans 
conserver de cicatrices. 


Expérience TI. — 15 cobayes sont vaccinés par le BCG en suivant 
cette technique. Ils sont éprouvés huit jours aprés par injection intra- 
dermique de 0 c. c. 1 de tuberculine brute diluée 4 1/20 ; 6 d’entre eux, 
soit 40 p. 100, réagissent positivement. 

Cette épreuve est renouvelée un mois aprés la vaccination ; 7 cobayes 
sur 9 animaux survivants sont allergiques, soit 77,7 p. 100. 

Les 7 cobayes qui ont réagi positivement a la tuberculine sont alors 
éprouvés, ainsi que 8 témoins, par injection sous-cutanée de 1/2.000 
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de milligramme d’un bacille tuberculeux virulent (souche humaine 
239). 

Les vaccinés survivants sont sacrifiés six semaines aprés l’infection 
virulente. Leurs rates sont indemnes de lésions ou ne présentent que 
de rares tubercules, alors que celles des témoins ont des tubercules 
confluents. Le foie et les poumons des vaccinés n’ont pas de lésions, 
tandis que chez les témoins il y a de nombreux tubercules sur ces 
organes. 


Les scarifications agissent donc comme les piqtres, aussi 
bien au point de vue de la sensibilisation que de l’immuni- 
sation. 

Dans les expériences que nous avons effectuées en employant 
les piqires, nous avons vu que la multiplication de ces der- 
niéres augmente la proportion des cobayes qui réagissent a la 
tuberculine. 

Nous avons essayé de déterminer, dans une autre expé- 
rience, l’influence de la répétition des scarifications sur le 
méme animal. | 


Exprértence IV. — 11 cobayes sont yaccinés par 6 scarifications faites 
dans I goutte de la suspension de BCG qui sert a la vaccination 
par la voie buccale. Les mémes scarifications sont répétées tous les 
trois jours, huit fois de suite. Ces cobayes ont donc recu 48 scarifica- 
tions en vingt-quatre jours. 

Huit jours aprés le début de la vaccination, et deux jours aprés la 
seconde série de scarifications, ces cobayes sont éprouvés par injection 
intradermique de 0 c. c. 1 de tuberculine diluée a 1/20 ; 7 d’entre eux 
réagissent positivement, soit 63,6 p. 100. 

Cette épreuve est renouvelée un mois aprés le début de la vaccination 
sur 10 animaux, l’un d’eux étant mort d’une infection intercurrente. 
Tous ont réagi trés fortement (soit 100 p. 100), certains d’entre eux 
avec des réactions nécrotiques. On note, d’autre part, un réveil de 
l’activité des scarifications Jes plus récentes. 

Deux nouveaux cobayes étant morts d’infections intercurrentes, les 
& survivants sont éprouvés, ainsi que 8, témoins, par injection 
sous-cutanée de 0 milligr. 001 d’un bacille tuberculeux virulent (souche 
humaine 239). 

Ils sont sacrifiés sept semaines aprés leur infection. 

Les 8 témoins ont de gros ganglions sous-lombaires du cété inoculé 
et. de nombreux tubercules sur la rate. 4 d’entre eux ont de fines 
granulations sur le foie en nombre assez considérable. 

Chez les 6 vaccinés sacrifiés (2 sont morts d’infections intercur- 
rentes), les ganglions sous-lombaires sont nettement moins volumineux 
que chez les témoins. 3 animaux n’ont aucun tubercule sur Ja rate. 
2 n’ont qu’un tubercule sur cet organe et 1 présente quelques 
lésions spléniques. Le foie et les poumons de tous ces animaux sont 
macroscopiquement indemnes. 
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Le fait d’avoir répété huit fois les scarifications a done 
fortement augmenté la proportion des animaux qui ont réagi 
positivement 4 la tuberculine au bout de huit jours et d'un 
mois et a renforcé l’intensité des réactions. 

D’autre part, la résistance des animaux ainsi vaccinés 
parait particuliérement prononcée. 


CONCLUSIONS. 


Il ressort de nos expériences, que dans la prémunition anti- 
tuberculeuse du cobaye, la méthode des piqtres de 8. .R. 
Rosenthal et celle des scarifications paraissent donner des 
résultats sensiblement équivalents. 

Le BCG ainsi introduit dans l’organisme de cet animal lui 
confére une allergie précoce puisque environ 50 p. 100 des 
animaux vaccinés réagissent positivement 4 la tuberculine 
huit jours aprés la vaccination et 70 A 80 p. 100 au 
bout d’un mois. Ces procédés ont donc l’avantage sur la 
méthode orale, tout en présentant la méme innocuité et la 
méme facilité d’application, de sensibiliser Vorganisme a la 
tuberculine beaucoup plus rapidement et plus réguliérement 
que cette derniére. 

A ce point de vue ils paraissent agir comme les autres 
méthodes parentérales sans produire les petites complications 
locales qu’on peut observer aprés injection sous-cutanée ou 
intradermique de BCG. 

Nos expériences ont également établi que la résistance anti- 
tuberculeuse que ces modes d’immunisation conférent au 
cobaye ne le cédent en rien a celle qu’on observe aprés injec- 
tion sous-cutanée ou intradermique de BCG. 

Cette résistance peut étre renforcée en multipliant les portes 
d’entrée du BGG, comme nous l’avons vu pour les piqtres, 
ou en renouvelant 4 plusieurs reprises la pénétration de ce 
germe a travers la peau, comme nous l’avons réalisé par des 
scarifications faites tous les trois jours huit fois de suite. 

Les résultats que nous avons obtenus dans la prémunition 
du cobaye au moyen du BCG introduit par des piqtres ou 
des scarifications cutanées nous permettent donc de confirmer 
pleinement les faits mis en évidence par S. R. Rosenthal et 
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attirent l’attention sur les services que ces méthodes seront 
peut-étre appelées & rendre dans la vaccination de l’enfant 
et des sujets non allergiques. 
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ETUDE DES CARACTERES D’ATTENUATION 
DU BACILLE BCG 
SUIVANT LE NOMBRE DE PASSAGES DE CE GERME 
SUR POMME DE TERRE A LA BILE DE BCEUF 


par K. O. STRENG. 


Unstitut Pasteur. 
Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) 


Depuis quelques années, certains auteurs ont signalé des 
faits qui leur permettent de penser & une atténuation de plus 
en plus grande de l’activité du BCG cultivé sans interruption 
sur milieu bilié. Dés 1928, Krauss a cru constater que le BCG, 
inoculé & la dose de 5 & 40 milligrammes dans la cavité péri- 
tonéale du cobaye, ne provoquait plus la formation des 
nodules épiploiques transitoires que Calmette, Boquet et Négre 
ont décrits. D’autre part, Zeyland et M™° Piasecka-Zeyland (4) 
n’ont pas réussi, depuis 1932, 4 obtenir une seule fois une 
culture de BCG a partir des ganglions lymphatiques d’enfants 
vaccinés, bien qu’ils aient employé la technique qui leur avait 
donné des résultats positifs dans un tiers des cas en 1928 et 
1929. Ces auteurs attribuent leurs insuccés & une diminution 
de virulence du bacille de Calmette et Guérin. 

Cette question a préoccupé, a plusieurs reprises, Calmette 
et ses collaborateurs. Boquet et Négre (2), aprés avoir étudié 
comparativement les propriétés biologiques de deux souches 
de BCG dont les cultures sur milieu bilié ont été respective- 
ment arrétées au trois centiéme et au trois cent soixante-dix- 
septiéme passage, sont arrivés a la conclusion qu’elles ne pré- 
sentaient pas de différences au point de vue de leur pouvoir 
antigénique in vitro et in vivo, ni au point de vue de leur apti- 
tude & provoquer la formation de nodules épiploiques aprés 
inoculation intrapéritonéale au cobaye. De nréme L. Négre (3), 


(1) Ces Annales, 56, 1936, p. 46. 
(2) C. R. de la Soc. de Biol., 403, 1930, p. 290. 
(8) Ces Annales, 49, 1932, p. 319. 
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A: Saenz (4), A. Saenz et L. Costil (5) ont constaté la stabilité 
des propriétés biologiques des différentes souches de BCG 
qu’ils ont étudiées. 

Nous avons repris l’examen de cette question avec deux 
souches de BCG que M. Négre a bien voulu nous confier. La 
premiére, BCG 449, aprés avoir subi 419 réensemencements 
ininterrompus sur pomme de terre & la bile de boeuf, a été 
entretenue depuis cing ans et demi sur pomme de terre a l'eau 
glycérinée. La seconde, BCG 554, a été constamment réense- 
mencée sur milieu bilié. 

Ces deux souches ont été étudiées comparativement au 
point de vue de leurs caractéres biologiques, de leur activité 
aprés inoculation intrapéritonéale au cobaye et de leurs pro- 
priétés immunisantes. 
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CARACTERES BIOLOGIQUES. 


Les cultures de ces deux souches en milieu liquide synthé- 
tique de Sauton ne sont pas toujours exactement compara- 
bles. La souche BCG 419 a, en général, une tendance a pousser 
plus rapidement et plus abondamment. La souche BCG 584 
forme parfois une pellicule plus séche qui se fragmente en 
flots séparés. 

Nous avons cherché 4 nous rendre compte s’il y avait une 
différence entre elles au point de vue du nombre de bacilles 
vivants contenu dans un poids déterminé de leur culture. Dans 
ce but, nous avons fait des émulsions de cultures agées de 
dix-huit jours en eau physiologique & la concentration de 
0 milligr. 01, 0 milligr. 004 et 0 milligr. 0004 de bacilles 
essorés par centimétre cube et nous avons ensemencé I goutte 
de ces émulsions sur 3 tubes de milieu de Lowenstein. 


CONCENTRATION DE L’KMULSION soucHE BCG 449 soucnE BCG 554 

3 Nombrerde colonies sur les trois tubes 
0 milligr. 01 par centimétre cube... . 39 37 
0 milligr. 001 par centimétre cube. ... 7 4 
0 milligr. 0001 par centimétre cube... 0 0 


(4) GC. R. de la Soc. de Biol., 140, 1932, p. 880. 
(5) C. R. de la Soc. de Biol., 141, 1932, p. 879. 
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Les deux souches ont donc donné a peu prés le méme 
nombre de colonies suivant la concentration de |’émulsion. 

Nous avons ensuite étudié la résistance de ces deux souches 
A l’eau distillée. Nous avons fait des émulsions en eau distillée 
de ces germes A la dose de 1 milligramme et 0 milligr 001 
par centimétre cube. I goutte de chacune de ces émulsions a 
été ensemencée sur 4 tubes de milieu de Léwenstein aprés 
cing, vingt, cinquante-trois et quatre-vingt-quatorze heures 
de contact. Les résultats que nous avons obtenus sont résumés 
dans le tableau ci-dessous. 


Tasteau I. — Nombre de colonies développées sur les quatre tubes. 


TEMPS DE CONTACT 
avec l’eau distillée 


20 heures 
53 heures 


n 
o 
iol 
=] 
oO 
=) 
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Souche BCG 419 : 


1 milligramme par centimétre cube . 
0 milligr. 001 par centimétre cube . . 


Souche BCG 554 : 


{ milligramme par ceutimétre cube .| 
0 milligr. 001 par centimétre cube . .| 453 


Comme on peut s’en rendre compte par la lecture de ce 
tableau, les deux souches ont donné a peu prés le méme 
nombre de colonies. Elles ont, par conséquent, présenté la 
méme résistance a l’eau distillée. 


PRODUCTION DE TUBERCULINE EN MILIEU SYNTHETIQUE DE SAUTON. 


Des cobayes & pelage blanc ont été sensibilisés par inocula. 
tion sous-cutanée de 4 milligramme de la souche R, W (culture 
sur pomme de terre dAgée de quarante-cing jours) dans 
1/2 cent. cube d’eau physiologique. Nous avons préparé trois 
dilutions (1/5, 41/25 et 1/125) du filtrat sur bougie Cham- 
berland L, des cultures des deux souches de BCG en milieu 
synthétique de Sauton Agées de onze, vingt-quatre et. cin- 
quante-deux jours. 
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Chaque cobaye a regu 6 injections intradermiques sur la 
peau du flanc, un cété étant réservé aux trois dilutions du 
filtrat de la souche BCG 419, l’autre aux trois dilutions corres- 
pondantes du filtrat de la souche BCG 554. 

Les résultats obtenus ont montré que les substances actives 
ont été produites en plus grande quantité, tantét par la 
souche BCG 449, tantét par la souche BCG 554. 

Dans une autre série d’expériences, nous avons comparé 

Vactivité tuberculinique des filtrats de ces souches et de la 
tuberculine brute de l'Institut Pasteur diluée au 4/20, au 
4/4100 et au 1/500. 
Comme dans la série des expériences précédentes, il n’y a 
pas eu de différence sensible entre les deux souches au point 
de vue de l’activité de leurs filtrats. Ceux-ci, a la dilution 
a 1/5 ne contiennent pas autant de substances actives que la 
tuberculine brute diluée a 1/20. 


PoOUVOIR ANTIGENIQUE. 


Pour étudier le pouvoir antigénique de ces deux souches, 
nous avons préparé 4 lapins en leur injectant par voie vei- 
neuse 3 et 20 milligrammes de bacilles vivants de ces deux 
souches. 


TaBLeav If. 
EMULSION : . 
contenant 10 milligrammes SERUM N° 1 SERUM N° 2 
de bacilles préparé avec BCG 419 préparé avec BCG 554 
par centimétre cube 
Dilutions BCG 419 Dilution au dixiéme Dilution au dixiéme 
4/4 ar + 
1/2 a + 
4/4 0 0 
1/8 0 0 
Dilutions BCG 554 
4/4 ae = 
1/2 a ar 
4/4 0 0 
1/8 0 0 


Les anticorps des sérums ainsi préparés ont été recherchés 
par la déviation du complément en présence, comme antigéne, 
de Ja souche correspondant A ce sérum et de l'autre souche. 
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Le temps de fixation a été de soixante minutes. L’alexine a 
été diluée au 1/10. Nous avons employé l’ambocepteur hémo- 
lytique & une dose deux fois et demie plus forte que la dose 
hémolytique minima. 

Il n’y a aucune différence entre les deux souches. 


ACTIVITE PAR INOCULATION INTRAPERITONEALE. 


Nous avons également comparé l’aptitude de ces souches a 
provoquer la formation des nodules épiploiques qu’on observe 
aprés inoculation de BCG dans le péritoine du cobaye. 

Des lots de 6 cobayes ont été inoculés par voie péritonéale 
avec 5, 10, 20 et 100 milligrammes de ces deux souches 
(cultures Agées de vingt-six jours). 

Chez les cobayes inoculés avec 5 milligrammes, il y a eu 
83 p. 100 de nodules épiploiques avec des abcés contenant des 
bacilles tuberculeux dans le lot qui a recu la souche BCG 419 
et seulement 33,3 p. 100 dans celui de la souche BCG 854. 

Chez les cobayes qui ont recu 10 milligrammes, 50 p. 100 
avec la souche BCG 419 et 0 p. 100 avec la souche BCG 5534. 

Chez ceux qui ont été inoculés avec 20 milligrammes, 
30 p. 100 des animaux ont présenté des nodules avec des 
abcés dans le lot de la souche BCG 419 et 33,3 p. 100 dans le 
lot de Ja souche BCG 554. 

Dans les deux lots inoculés avec 100 milligrammes, il y a 
eu le méme nombre de nodules avec abcés : 66,6 p. 100. 

On voit donc que pour les doses de bacilles inférieures a 
20 milligrammes, la souche BCG 419 a plus de tendance a pro- 
voquer la formation de nodules et d’abcés épiploiques que la 
souche BCG 554. 

Nous avons cherché a contrdler ces résultats par la 
recherche du nombre de bacilles BCG vivants dans le pus des 
nodules épiploiques. 

Ce pus a été ensemencé sur milieu de Lowenstein. Les résul- 
tats de ces ensemencements sont consignés dans le tableau 
suivant. 

Il ressort de ce tableau que le pus des abcés des animaux 
inoculés avec la souche BCG 449 contenait un nombre plus 
élevé de bacilles que celui des cobayes qui avaient recu la 
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TABLEAU III. 


COBAYES INOCULES 
avec la souche BCG 419 le 3 mars 1939 


Nombre 
de colonies 
par tube 


Date Bacilles 
contenus dans 
de la mort | les frottis (4) 


Cobayes inoculés 
avec 5 milligrammes de bacilles : 


COBAYES INOCULES 
avec la souche BCG 554 le 3 mars 1939 


Nombre 
de colonies 
par tube 


Date Bacilles 


contenus dans 


de la mort les frottis 


Cobayes inoculés 
avec 5 milligrammes de bacilles : 


40 mars. . 40 mars. . ++ 200 
4i-mars.. « +++ 44 mars. .| Absence d’abces. 

44 mars. . 44 mars. . + 0 
22 mars. . 45 mars, . + 90 
220 >mars.-< 21 mars. . Contamination. 
25 mars. . 25 mars. . 
DHE TRArS sr 27 mars. .| Absence d’abees. 
Sravrilia e eS. 6 avril. .| Absence d’abces. 
Aa avril; . 4Amai.. + 

ae cat: ) 8 mai . . — 


APSE 
Absence @abees. 


Cobayes inoculés 


Cobayes inoculés 
avec 100 milligrammes de bacilles : 


avec 100 milligrammes de bacilles : 


) mars. . 250 
mars. . Contamination. 
mars. . oo 
MATS» 200 
mars. . 200 

pimars. . 225 
mars. . 100 

Contamination. 


8 mars. . 4150 
44 mars. . oo 
AS mars. |. 250 
44 mars. . 0 
45 mars. . Contamination. 
48 mars. . Contamination. 
28 mars. . 0 
28 mars. . 0 
4 avril. . fee 4 2 Ras 2 
44 avril. .|Pas d’abcés. iliges 0 


(1) +,045 par champ; ++, 10 a 60 par champ; -+-++, 80 a innombrables. 


souche BCG 5534. Cette différence n’a été constatée que chez 
les animaux inoculés avec 5 milligrammes de bacilles. 

Nous avons également ensemencé les ganglions inguinaux 
et sous-hépatiques de ces cobayes. 

Dans 6 cas sur 7 nous avons observé le développement de 
colonies dans le lot des cobayes inoculés avec 5 milligrammes 
de BCG 449. Chez les animaux qui ont recu la méme dose 
de BCG 554, nous n’en avons obtenu que deux fois sur six. 
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PROPRIETES IMMUNISANTES. 


Nous avons inoculé & deux lots de 15 cobayes, par voie 
péritonéale, 10 milligrammes de la souche BCG 419 et 10-mil- 
ligrammes de la souche BCG 854. Cinq semaines aprés, ils 
ont recu par la méme voie, ainsi qu’un troisiéme lot de 
15 cobayes témoins, 0 milligr. 00001 de bacilles virulents de 
type humain. 

Les cobayes vaccinés avec ces deux souches ont présenté un 
retard marqué dans l’évolution de leurs lésions par rapport 
aux témoins vaccinés. Mais la protection exercée par ces deux 
souches a été exactement la méme. 


CONCLUSIONS. 


I] semble donc ressortir de ces expériences que si les deux 
souches de BCG étudiées paraissent sécréter la méme quantité 
de tuberculine et présenter le méme pouvoir antigéne et les 
mémes propriétés immunisantes, celle qui a subi sur milieu 
bilié 135 passages de plus que l’autre parait douée d'une acti- 
vité un peu moindre au point de vue de son aptitude a provo- 
quer la formation de nodules épliploiques aprés inoculation 
intrapéritonéale au cobaye. Elle aurait donc subi une certaine 
diminution de son activité & ce point de vue, tout en gardant 
le méme pouvoir immunisant. 


ACTION INHIBITRICE DU SULFAMIDE 
ET D'UNE SULFONE 
SUR LA MULTIPLICATION /W V/TRO ET IN VIVO 
DU BACILLE TUBERCULEUX AVIAIRE 


par N. RIST, M'e F. BLOCH et M" V, HAMON. 


(Institut Pasteur. Laboratoires de recherches sur la Tuberculose 
et Laboratoire de chimie thérapeutique.) 


L’action antibactérienne du p-aminophénylsulfamide a été 
constatée dans les infections les plus diverses ; aussi a-t-il 
paru naturel d’étudier l’influence de ce corps sur |’infection 
tuberculeuse, sans se laisser arréter par les différences consi- 
dérables qui semblent séparer le bacille de Koch d’un strep- 
tocoque hémolytique ou d’un bacille du célon. 

Rich et Follis [28] furent les premiers & montrer ]’influence 
retardante que le sulfamide exerce sur la tuberculose expéri- 
mentale du cobaye. 

Ces auteurs infectent des cobayes de 400 grammes, par voie 
sous-cutanée, avec 0 c. c. 1 d’une suspension de bacilles d’ori- 
gine humaine, telle que les cobayes témoins présentent, au 
bout de cing semaines, un vaste chancre d’inoculation accom- 
pagné d’une grosse adénopathie, et une splénomégalie impor- 
tante ; au bout de six semaines, une rate couverte de nodules 
tuberculeux. Les animaux traités recoivent le sulfamide en 
poudre, per os, chaque jour, dés le jour de Vinfection et 
jusqu’a la fin de Veapérience. Ils sont sacrifiés a la fin de la 
cinquiéme ou de la sixiéme semaine. Les résultats sont les 
suivants : 100 milligrammes de swiamide, administrés une 
fois par jour, n’exercent aucune influence. Avec 200 milli- 
grammes par jour, administrés en deux prises quotidiennes, 
5 cobayes sur 6 ont, au bout de six semaines, une rate nor- 
male & l’ceil nu, mais tuberculeuse a l’examen microscopique. 
Avec 300 milligrammes par jour, administrés en quatre fois 
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(a 9, 14, 18 et 23 heures), la lésion d’inoculation et l’adéno- 
pathie restent absentes ou minimes ; les rates sont d’aspect 
normal aprés cing semaines et seulement légérement hyper- 
trophiées aprés six semaines. Le microscope y révéle des 
lésions tuberculeuses légéres, non caséeuses, ot les bacilles 
sont beaucoup plus rares que dans les lésions caséeuses des 
témoins. Les ganglions trachéobronchiques n’ont que des 
lésions microscopiques, alors que, chez les témoins, ils sont 
fortement hypertrophiés. Cette derniére dose de sulfamide est 
nettement toxique, puisque 9 cobayes, sur les 15 traités, sont 
morts du quatorzisme au quarante-deuxiéme jour, tandis. que 
tous les témoins ont dd étre sacrifiés le quarante-deuxiéme 
jour. 

Les auteurs qui ont tenté de vérifier les résultats de Rich 
et Follis se partagent en deux groupes. Les premiers se sont 


x 


astreints & suivre la technique de traitement préconisée par 
Rich et Follis, et ils ont obtenu des résultats analogues (4). 


Buttle et Parish [7] traitent les cobayes, pendant quarante-deux jours, 
avec 250 milligrammes de sulfamide par jour, administrés en 4 doses 
quotidiennes. Les lésions des témoins sont nettement plus confluentes 
que celles des traités. Néanmoins, ceux-ci ont tous une tuberculose 
généralisée, visible 4 l’ceil nu. Tl faut dire que ces auteurs ont infecté 
leurs animaux avec des doses massives de bacilles humains : 0 milligr. 05 
et 0 milligr. 5. Avec les mémes doses d’un bacille bovin les résultats 
ont été moins favorables qu’avec un bacille humain. 

Greey, Campbell et Culley [45] inoculent une dose de bacilles humains 
voisine de celle de Rich et Follis (la suspension contient de 2 A 6 bacilles 
visibles par champ d’immersion), et donnent 300 milligrammes de 
sulfamide par jour, en 3 doses quotidiennes. Le traitement a un effet 
inhibiteur presque nul quand il est commencé dix-sept ou vingt-quatre 
jeurs aprés l’inoculation, mais trés net quand il est commencé trois 
jours avant l’inoculation. En particulier les lésions des traités sont 
remarquablement pauvres en bacilles visibles. Le développement de la 
sensibilité & la tuberculine n’a été modifié en rien par le traitement. 

Ballon et Guernon [4] inoculent cinquante fois moins de bacilles 
humains que Rich et Follis. Ils traitent des cobayes de 350 grammes 
par 530, puis 340 milligrammes de sulfamide par jour, en 4 ingestions 
quotidiennes, mais ils ne commencent le traitement que cing ou dix 
jours aprés l’inoculation. Malgré ce retard, les cobayes traités, sacrifiés 
au trente-cinquiéme jour de la maladie, sont nettement moins touchés 
que les témoins, tant au niveau des Iésions cutanée et ganglionnaire, 
qu’au niveau de la rate. Le traitement est trés toxique car 6 traités 
seulement, sur 26, survécurent jusqu’au trente-cinquiéme jour. 


| 


(1) Exception faite pour Sremsacu et Ditton [36 bis]. 
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F Feldman et Hinshaw [43] ont obtenu des résultats analogues 4 ceux 
de Rich et Follis en traitant leurs cobayes, pendant cinquante-six jours, 
par 2 ingestions quotidiennes de sulfamidopyridine. 

K. Birkhaug [6] infecte des cobayes avec 1/100.000 de milligramme 
de bacilles bovins, par voie sous-cutanée. I] les traite pendant cing mois 
par inoculations intramusculaires quotidiennes de Prontosil soluble (5a 
25 milligrammes). Le traitement n’empéche pas l’apparition de lésions 
de tuberculose généralisée, mais celles-ci sont beaucoup moins graves 
et moins riches en bacilles chez les traités que chez les témoins. De 


plus, le rapport monocytes/lymphocytes et l’index leucocytaire restent 
plus favorables chez les traités que chez les témoins. 


Le deuxiéme groupe comprend les auteurs qui ont tenté 
d’autres modes de traitement et qui ont conclu & l’inefficacité 
du sulfamide. 


K. C. Smithburn [35] inocule 0 milligr. 00001 de bacilles humains 
dans le cerveau des cobayes ; il traite ceux-ci par inoculation intra- 
péritonéale quotidienne de 200 milligrammes de sulfamide. Les survies 
et les lésions furent identiques chez les témoins et les traités. 

Kolmer, Raiziss et Rule [49] tentent de traiter une infection trés 
sévére, mortelle en vingt-trois 4 soixante-trois jours, par inoculation 
intramusculaire de sulfamide ou de quelques dérivés sulfamidés. Ils 
n’administrent ces produits que pendant six, huit ou douze jours, et 
n’obtiennent aucun résultat favorable. 

Nils Levin [24] emploie sans succés un dérivé quinoléique soluble 
du sulfamide (« Streptal ») qu’il injecte par voie sous-cutanée, pendant 
huit jours avant et pendant huit jours aprés l’inoculation d’une dose 
massive de bacilles bovins. 

Enfin Dietrich [441] n’a obtenu aucune modification de 1’évolution 
en administrant du Prontosil soluble, pendant huit 4 quinze jours. 


Ces échecs n’enlévent rien aux succés que nous avons 
rapportés plus haut. Ils se comprennent au contraire fort bien 
si lon applique 4 la tuberculose les données généralement 
admises, au sujet de l’action du sulfamide dans les autres 
infections. On sait que le médicament est éliminé en quelques 
heures, et qu’il faut l’administrer plusieurs fois pendant les 
vingt-quatre heures pour le maintenir dans les humeurs a un 
taux constant et efficace. On sait surtout que le sulfamide 
n’est pratiquement pas bactéricide, mais qu’il empéche seule- 
ment la multiplication des germes, « qui sont secondairement 
détruits et éliminés par les processus normaux de défense de 
Vorganisme » (J. Tréfouél, M™* Tréfouél, Nitti et Bovet [37)) Cela 
explique la vanité d’un traitement de huit jours, si l’on se 
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souvient qu'il faut & lorganisme plusieurs semaines ou plu- 
sieurs mois pour éliminer ou détruire tous les bacilles tuber- 
culeux qui l’infestent, lorsque ceux-ci sont avirulents ou 
morts : en supposant méme que les bacilles virulents ne se 
reproduisent aucunement pendant ces huit jours de traite- 
ment, ils se retrouveront le neuviéme jour intacts et préts a 
pulluler ; et cing ou six semaines plus tard, les lésions des 
animaux traités ne seront pas notablement différentes de 
celles des animaux témoins (2). 

Mais les résultats favorables appellent quelques réserves. 
Nous ignorons quelle edit été l’évolution de la tuberculose si 
on avait laissé vivre les animaux, tout en les traitant, au dela 
du quarante-deuxiéme jour. On peut penser cependant que les 
lésions se fussent aggravées. En effet, les animaux traités par 
Rich et Follis étaient plus touchés au quarante-deuxiéme qu’au 
trente-cinquiéme jour. Ceux de Feldman et Hinshaw commen- 
caient & présenter des lésions pulmonaires au cinquante-troi- 
siéme jour, bien qu’d cette date leurs rates fussent encore 
normales 4 l’ceil nu. D’autre part le traitement. n’agit que 
lorsqu’il intervient dés le jour de l’inoculation ou dans les 
dix jours qui suivent celle-ci. Enfin les résultats favorables 
ne sont obtenus qu’au prix de doses médicamenteuses 
si considérables, que de nombreux animaux meurent d’intoxi- 
cation avant le terme prévu de |’expérience. 

Néanmoins l’effet inhibiteur décrit par Rich et Follis est 
des plus frappants; il semble bien que la découverte 
de l’action de la sulfamidochrysoidine, par Domagk [42], et 
celle du rdle joué par le p-aminophénylsulfamide, par Tré- 
fouél, M™ Tréfouél, Nitti et Bovet [38], aient ouvert une voie 


(2) La cause des échecs n’est pas toujours aussi évidente. Greey, Bod- 
dington et Little [46] ne notent aucune action favorable du Prontosil 
soluble chez le cobaye infect par un bacille humain. Ils appliquent 
cependant la posologie de Rich et Follis, avec un produit actif entre les 
mains de Birkhaug. 

Nous-mémes, appliquant une posologie qui nous avait réussi dans 
Vinfection a bacilles aviaires, n’avons observé aucune action favorable 
du 1162 F ni du 13858 F chez des lapins infectés par voie méningée 
avec 0 milligr. 005 de bacilles bovins. 

Toutes ces contradictions apparentes prouvent combien nous sommes 
loin d’avoir un test satisfaisant de l’efficacité d’un produit antituber- 


culeux. 
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nouvelle 4 la chimiothérapie de la tuberculose. Aussi nous 
sommes-nous posé deux questions : 4° le sulfamide agit-il 
dans l’infection tuberculeuse comme au cours d’autres infec- 
tions, c’est-a-dire principalement en inhibant la multi- 
plication du germe pathogéne ) 2° quelles techniques, plus 
rapides que celles que nous avons décrites ci-dessus, pour- 
raient mettre en évidence l’action favorable du sulfamide et 
permettre d’étudier les nombreux corps que l’ingéniosité des 
chimistes propose a l’expérimentateur ? L’énoncé méme de 
ces questions nous amenait a étudier l’action du sulfamide 
sur un bacille tuberculeux virulent, dont la reproduction soit 
rapide et facile & observer in vivo comme in vitro. 


Nous nous sommes donc adressés 4 un bacille tuberculeux 


de type aviaire (souche L,), isolé d’un ganglion trachéobron- 
chique de cobaye atteint de tuberculose spontanée [34]. Ce 
bacille pousse facilement en milieu de Sauton en produisant 
un trouble homogéne, et sur milieu de Loewenstein sous forme 
de colonies lisses. I] est virulent pour la poule. Inoculé a 
haute dose (4 milligramme) dans les veines du lapin, il donne 
a cet animal une maladie aigué mortelle en douze a vingt-six 
jours, semblable 4 la tuberculose dite de type Yersin [40] : a 
l’autopsie on est frappé par une splénomégalie souvent consi- 
dérable et par l’absence de tout tubercule visible & l’ceil nu ; 
mais le microscope révéle que le foie et la rate sont envahis 
de nodules épithélioides et de cellules géantes. Au cours de 
cette infection on trouve le bacille en quantités considérables 
et croissantes dans la rate et le foie. La distribution trés régu- 
litre des bacilles dans ces organes permet de les y dénombrer, 
sur simples frottis, avec beaucoup plus de sireté qu'on ne 
pourrait le faire avec des bacilles humains ou bovins, toujours 
assez irréguliérement disséminés. 

Nous avons étudié sur ce germe, d’abord in vitro, puis chez 
le lapin et le cobaye, l’action du para-aminophénylsulfamide 
(1162 F) et de la 4-4’-diamino-diphénylsulfone (1358 F ou 
Rodilone désacétylé). Dans une derniére expérience, enfin, 
nous avons montré qu'une infection due 4 une autre souche 
aviaire, bien différente de la souche L,, était également 
influencable par la chimiothérapie. 
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Action bactériostatique in vitro. 


L’influence inhibitrice du sulfamide sur la culture du bacille 
tuberculeux humain a été constatée maintes fois : par P. Cour- 
mont, A. Morel et M” Perier [9] avec des cultures homogénes 
en bouillon ; par Ballon et Guernon [2] par ensemencement 
sur milieu de Loewenstein au sulfamide ; par nous-mémes [32] 
par étude des cultures en voile sur Sauton, ou celle des 
cultures en profondeur dans des milieux liquides au sérum ; 
enfin par Birkhaug [6 bis] (8). 

Mais le bacille humain ne pousse rapidement et régulrére- 
ment, en voile ou en profondeur, qu’a partir d’un ensemen- 
cement trés riche. Au contraire, le bacille aviaire se laisse 
aisément mettre en suspension homogéne, et pousse en 
général abondamment en profondeur dans le milieu de Sau- 
ton, méme lorsqu’il est ensemencé en trés petites quantités. 
Aussi laction in vitro des antibactériens est-elle plus facile a 
étudier sur ce bacille que sur un bacille d’origine humaine. 

Dans nos expériences, simples préliminaires 4 [essai sur 
animal, nous nous sommes bornés a observer a |’ceil nu la 
culture d’un bacille aviaire L, en milieu de Sauton, sans 
étudier par numération la courbe de son développement. Nous 
avons comparé l’action du 1462 F a celle de son isomére 
Vorthoaminophénylsulfamide (4188 F), inactif sur les strep- 
tocoques (Nitti, Bovet et M"® Depierre [27]) et A celle du 1358 F, 
trés actif sur les mémes germes (Fourneau, M. et M™° Tréfouél, 
Nitti et Bovet [14], ainsi que Buttle, Stephenson, Smith, 
Dewing et Forster [8)). 

Le 1188 F s’est révélé pratiquement inopérant. 

L’expérience résumée dans les tableaux I et Il met en évi- 
dence pour le 1358 F comme pour le 1462 F, un fait capital, 
qu’ont démontré Buttle, Golebrook et O’Meara [8 bis] pour le 
streptocoque, a savoir que l’action inhibitrice du 1162 F 
dépend non seulement de sa concentration, mais encore de la 


(3) Cet auteur.a montré de plus que l’action de la sulfapyridine et 
du prontosil Rubrum sur la croissance des voiles de bacilles tubercu- 
leux se manifeste pour des concentrations plus -faibles que celle du 
sulfamide. 
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richesse de l’ensemencement bactérien. Pour une dose donnée 
de 1162 F ou de 1358 F, l’effet empéchant est d’autant plus 
visible que l’ensemencement a été plus pauvre (tableau I). 


Tasteav I. — Durée d’incubation, en jours, du bacille aviaire L,, 
ensemencé en tubes de Sauton. 


NOMBRE DE BACILLES ENSEMENCES 
MILIEUX DE CULTURE 


2.000.000 200.000 20.000 2.000 200 
Sauton témoin... 4 22 
11IS8F ; 

400 milligr. p. 100. . 
A162F : 


1 milligr. p. 100. . 
40 — —.. 


4358F : 
0,01 milligr. p. 100. 
0,4 


88 ss 


88st 


o, incubation illimitée : la culture n'apparait pas a V’ooil nu. 


Expérience. — Une culture de bacilles aviaires L, en Sauton, Agée 
de huit jours, est diluée au 1/10, 1/100, etc., dans du Sauton. I goutte 
de chaque dilution est ensemencée en tubes de 17 millimétres dans 
10 cent. cubes de Sauton. On note le jour de l’apparition d’un dépdt, 
visible sans agitation, et on dresse ainsi le tableau des durées. d’incu- 
bation dans les différents tubes. I goutte de la dilution-mére contient 
environ 2.000.000 de bacilles vivants, c’est-i-dire cultivables sur 
Loewenstein. 


L’absence de toute culture visible dans certains tubes n’im- 
plique pas nécessairement une inhibition totale. En effet Long 
et Bliss [22] ont montré pour les streptocoques l’existence 
d’une phase de latence au cours de laquelle les bactéries se 
multiplient malgré la présence de sulfamide. Wolff et 
Julius [39] ont soigneusement étudié cette phase et pensent 
que les bactéries doivent s’étre multipliées un certain nombre 
de fois en présence du sulfamide pour que l’action de celui-ci 
se manifeste Si l’on admet l’existence de cette phase latente 
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dans le cas du bacille aviaire, on comprend aisément l’aspect 
de nos tubes de culture : dans les tubes ot on a ensemencé 
peu de bacilles, la culture est trés éloignée du moment ot elle 
deviendra, visible ; elle peut, sans apparaitre a l’ceil nu, étre 
le siége des reproductions préliminaires a l’action d’arrét du 
sulfamide. L’inhibition totale n’est qu’apparente. Au con- 
traire, dans les tubes qui sont d’emblée riches en bacilles, il 
suffit de quelques reproductions pour que la culture devienne 
visible & l’ceil nu, et l’inhibition parait nulle. L’action d’arrét 
intervient cependant plus tard. Elle est rendue manifeste par 
la moins grande abondance de la culture, méme dans certains 
tubes ot l’ensemencement a été trés large. 


TABLEAU II. — Aspect des cultures du tableau I, 
au soixante-dixiéme jour. 


NOMBRE DE BACILLES ENSEMENCES 
MILIEUX DE CULTURE 


80.000.000 | 2.000.000 200.000 20.000 2.000 


Sauton témoin. . . .|+4 Ee OV EEE | tee et it 
AA88F : 
100 milligr. p. 100. . +++ V|+++vV]+++Vj|+4+4+tvy| 0 
4162F : 
4 milligr. p. 100. .|- 
10 — . 


ocoococeo 


oa 


0,01 milligr. p. 100. 


? 


4 == Ee 
10 = = 
50 — — 


cocot 


+, dépot; +++, dépht trés abondant; t, trouble; v, voile fin; V, voile épais, qu’'accompagne 
la sédimentation du trouble. 


C’est ce que montre le tableau II. Ce tableau donne Vaspect des 
tubes de culture au soixante-dixiéme jour, date aprés laquelle cet aspect 
ne se modifie pratiquement plus. Rappelons que la culture présente 
dans les tubes témoins les aspects successifs suivants : dépdt 
(+ a2 +++), dépdt et trouble (+t), dépét, trouble et voile fin 
(+ tv), trouble sédimenté, dépdt et voile épais (+ V). 


ACTION DU SULFAMIDE SUR LE BACILLE AVIAIRE 214 


Nous avons obtenu des résultats analogues a l’aide d’une 
souche aviaire dite « Plum » qui cultive sous forme rugueuse. 
Avec cette derniére, comme avec la souche L,, nous avons 
noté que le 1358 F exerce la méme action empéchante que le 
1162 F, mais & des concentrations approximativement dix fois 
plus faibles. 


Premiéres expériences chez le lapin. 
Bacille aviaire L, (4). 


Chez le lapin, nous avons rapidement abandonné l’adminis- 
tration des médicaments par la voie digestive pour la remplacer 
par des injections sous-cutanées de suspensions huileuses. 
Nous étudierons successivement ces deux modes de traitement. 


I. TRAITEMENT PAR VOIE DIGESTIVE. — Au lapin fixé sur la 
table de Latapie on administre, par la sonde cesophagienne, 
une suspension de médicament dans de la gomme adragante. 
Pour traiter l’animal pendant toute la durée de sa maladie, 
il faut répéter ces traumatismes quotidiens pendant quinze a 
vingt jours. Ce traitement semble mal supporté. Les animaux 
maigrissent rapidement. D’autre part, les produits sont élimi- 
nés en totalité en quelques heures : vingt-quatre heures aprés 
Vingestion on n’en trouve plus dans le sang que des traces 
indosables. C’est ce qui explique sans doute l’échec de notre 
premiére expérience. 


ExpERIENCE I (10 octobre 1938). — 18 lapins de 2 kilogrammes environ 
recoivent par voie veineuse 1 milligramme de bacilles L, (culture 
sur pomme de terre, 4gée de treize jours). 6 lapins sont traités par 
1162 F (1 gramme par kilogramme pendant trois jours, puis 0 gr. 5 par 
kilogramme jusqu’a Ja mort). 6 autres sont traités par 1358 F (0 gr. 25 
par kilogramme pendant trois jours, puis 0 gr. 125 par kilogramme). 
Les doses ont été diminuées le quatri¢éme jour a4 cause de |’amai- 
grissement. 

Traités et témoins meurent du douziéme au vingtiéme jour. Les 
rates sont toutes hypertrophiées. Frottis et coupes y montrent un trés 
grand nombre de bacilles, et des lésions également graves. 


o) 


II. TRAITEMENT PAR VOIE sous-cuTANEE. — Pour obtenir dans 


(4) Ces expériences ont été résumées dans une note préliminaire [30]. 
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Le tableau V, les figures 4 et 5 montrent un parallélisme 
frappant entre les résultats des numérations de bacilles par 
culture et par frottis. 

c) Enfin la recherche des bacilles sur les coupes histolo- 
giques a réguligrement confirmé ces résultats. Mais leur 
dénombrement y est beaucoup moins aisé et moins précis que 
sur frottis, 

Cette étude critique de la valeur de la numération sur 
frottis permet d’avancer que, dans une vaste expérience avec 
un bacille aviaire analogue au bacille L,, il suffirait, pour juger 
de l’influence d’une chimiothérapie sur le nombre des bacilles, 
d’effectuer, pour chaque animal, wn frottis de rate et un seul. 
C’est d’ailleurs ce que nous avions fait dans notre expé- 
rience II. 

Relatons maintenant les expériences II et III. 

Exprirrence II (5 décembre 1938) [tableau IV]. — 20 lapins de 1.700 
« 2.400 grammes recoivent dans la veine 1 milligramme de bacilles L, 
(culture sur pomme de terre, agée de dix-sept jours). 6 lapins sont 
traités par 1162 F et 6 par 1358 F. Les produits sont administrés, en 
une seule injection, le jour de l’inoculation, puis tous les trois jours, 
aux doses successives suivantes (dose par lapin) : 

Pour le 1162 F : 8-6-8-5-2,5-3-3-3-3 grammes ; 

Pour le 1358 F : 4-3-4-4-2-2-2-2-2 orammes. 

Les doses furent diminuées aprés quelques jours en raison de ]’amai- 
grissement rapide. 

Sur les 8 témoins, 6 ont recu les mémes doses d’huile d’olive que 


les traités ; 2 n’ont rien recu. L’huile d’olive n’a exercé aucune 
influence sur le cours de l’infection. 


Le tableau clinique n’est guére encourageant : 6 sur 12 des 
animaux traités meurent dans les dix premiers jours, aprés 
un amaigrissement rapide di aux doses excessives de médi- 
caments ; les autres meurent dans les mémes délais que les 
témoins, avec une splénomégalie nette, un peu moins mar- 
guée, il est vrai. Par contre, les frottis de rate révélent une 
différence trés nette : chez les témoins, le nombre de bacilles 
par champ varie de 40 a 200, selon les lapins ; chez les traités, 
il varie de 0,03 & 4 (voir tableau IV). 

Ces différences sont confirmées par l’examen_histologique 
des rates. 


Du seiziéme au dix-neuviéme jour. Les rates témoins (lapins 2, 3 et 4 
du tableau IV) présentent une raréfaction lymphoide, une congestion 
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intense de la pulpe rouge, des plages épithélioides confluentes, de nom- 
breuses cellules géantes. Les bacilles sont extrémement nombreux, 
formant de gros amas ou des rosaces jntracellulaires. Dans les rates 
des traités (lapins 1358 F, n°* 8, 4, 5 et 1162 F, n° 5), la congestion est 
intense et les nappes hémorragiques sont trés étendues. Il n’y a par 
contre que de trés petites plages épithélioides. Les bacilles sont trés 
rares, ils se trouvent dans de gros macrophages libres dans les sinus, 
contenant des granulations plus ou moins acido-résistantes, du pigment 
ocre et quelques bacilles typiques. 


TasLeau IV. — Expérience II. Aviaire L,, 1 milligramme. 


DOSE TOTALE JOUR PoIDs BACILLES 


LAPINS en E i par champ 
grammes de la mort de la rate Rate 


Témoins : 


C2 so aos el Ss 
No 2 os HB GO OO wD 


= 


* 


+t+t44 


CO catetaat 


(1) H.O., huile dolive pure. 
*, bronchopneumonie; S, sacritié; +, mort. 


Aux vingt et uniéme et vingt-deuxiéme jours. Dans les rates témoins 
(lapins 5, 6, 7), les plages épithélioides sont encore plus vastes ; il y 
apparait de nombreux petits foyers nécrotiques, et les bacilles sont 
extrémement nombreux. Chez le traité (lapin 1358 F, n° 6), les plages. 
épithélioides semblent dissociées par des lymphocytes et des polynu- 
cléaires. Pas de nécrose. L’cedéme hémorragique par contre est aussi 
net que chez les témoins, mais les bacilles sont trés rares. : 

Au vingt-siziéme jour les différences sont devenues considérables. 

Témoin (lapin 8). La rate est entiérement envahie par des nappes 
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épithélioides, riches en cellules géantes. Le foie est bourré de nodules 
qui en dissocient les travées (fig. 1). Le poumon est criblé de petits 
nodules épithélicides. Toutes ces formations sont extrémement riches 
en bacilles. 

Traité (lapin 1162 F, n° 6). Il ne reste plus dans la rate que quelques 
trés petits placards réticulo-leucocytaires et quelques cellules géantes. 
Dans le foie, quelques cellules géantes disséminées, sans bacilles, sont 


Fic. 4. — Foie du lapin témoin n° 8, tableau 1V (Aviaire L,, vingt-sixiéme jour). 
Nodules épithélioides confluents constellés de bacilles en amas et en rusaces. 
(Ziehl, hématoxyline.) 


Jes seules traces de |inflammation (fig. 2). Le poumon est riche en 
nodules folliculaires, ow les bacilles sont excessivement rares. 

Dans ce dernier cas, le poumon lui-méme, qui est rarement et tardi- 
vement le siége de formations nodulaires au cours de la maladie de 
Yersin, atteste qu'il y a bien eu infection ; mais les bacilles n’ont pu 
se multiplier au niveau des nodules, comme ils l’ont fait chez le témoin. 


Ainsi, chez les traités, les bacilles sont beaucoup plus rares 
que chez les témoins. On comprend aisément que les forma- 
tions spécifiques — plages épithélioides, cellules géantes, 
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nécrose — y soient aussi beaucoup moins importantes. Par 
contre, l’élément congestif et hémorragique n’a pas été 
influencé ; il semble méme plus marqué chez les traités, 
comme si, dans une rate non consolidée par les productions 
tuberculeuses, il avait plus de facilité & s’extérioriser. Ces 
hémorragies dépassent de beaucoup celles que provoque le 
traitement seul. Aussi peut-on se demander si elles ne repré- 
sentent pas un aspect spécial de la maladie de Yersin, l’aspect 


Fic. 2. — Foie du lapin traité par 1162F,.n° 6, tableau 1V (Aviaire L,, vingt- 
sxiéme jour). Aucune lésion nodulaire. Quelques cellules géantes sans 
bacilles. (Ziehl, hématoxyline). 


toxique, qui ne serait que peu influencé par la chimiothé- 
rapie. Van Deinse [10] s’est attaché a individualiser ce facteur 
toxique ; il pense que dans le mécanisme de la mort par 
maladie de Yersin la multiplication des bacilles et le volume 
des productions spécifiques ne sont pas l’essentiel, mais qui 
faut faire intervenir des facteurs toxiques, ou allergiques, qui 
se traduiraient précisément par une congestion et par des 
hémorragies importantes. 
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Si cette hypothése est exacte, on peut penser qu’un certain 
nombre de nos lapins traités sont bien morts de maladie de 
Yersin — et pas seulement d’intoxication médicamenteuse — 
et cela, malgré la grande rareté des bacilles au niveau de 
leurs lésions. 
~ Dans l’expérience III, nous avons voulu suivre Vaugmen- 
tation du nombre des bacilles, en sacrifiant les animaux au 
cours de leur maladie. Des doses de médicaments plus faibles 


ig 
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Fic. 3. — Expérience III. 


et plus iréquemment administrées ont permis d’abaisser la 
mortalité. 


Expérience III (10 janvier 1939) [tableau V]. — 26 lapins, de 1.600 a 
2.400 grammes, recgoivent dans la veine 1 milligramme de bacilles L, 
(culture sur Loewenstein, 4gée de quarante jours). 10 témoins ne recoi- 
vent aucun traitement. 12 animaux sont traités par 1162 F et 4 par 
1358 F. Les produits sont injectés, en suspension dans l’huile d’olive, 
le jour de l’inoculation, puis tous les deux jours, aux doses successives 
suivantes (dose par lapin) : 

1162 F : 6-3-1-3-3-3-3-3-3-1-1-2-2 grammes ; 

1358 F : 2-2-1-1-1-1,5-1,5-1,5-1,5-0,5-0,5-0,5-0,5 grammes ; " 

puis 1 gramme tous les deux jours jusqu’au quarante-deuxiéme jour. 

Ces variations dans les doses nous furent dictées par les pesées régu- 
litres des lapins : aprés une perte de poids brutale au cours des quatre 
a six premiers jours, les traités reprennent tous du poids, jusqu’au 
douziéme jour. A partir de ce jour, les uns gardent leur poids, les 
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autres maigrissent. Mais, le méme jour, les témoins amorcent tous une 
chute rapide et continue et il devient impossible de savoir si l’amaigris- 
sement des traités est di au traitement ou 4a |’infection. 

Nous ne pouvons donner ici les courbes de température. Disons seu- 


AViAIRE La. amor . INTRAVEINEUX . 40.1. 4939 
NUMERATION ves BACILLES PAESENTS mans ta RATE 


FRotTtIS CULTURES 


BACILLES BACILLES 
PAR CHAMP MicnosCoPi que PouR 0,004 mor de RATE 


AQ0O BACILLES 


JOURS 2 
Ae TeEMoINS 
 TRAITES PAR 1162 F 


Fig. 4. — Expérience II. 


lement que les témoins atteignent tous 40° le onziéme jour, et 41° entre 
le onziéme et le quinziéme jour, alors que la piupart des traités n’attei- 
gnent 40° que le quatorziéme ou le quinziéme jour et 41° qu’entre le 
seiziéme et le dix-neuviéme jour. 


Le tableau clinique nous montre donc que les animaux 
trailés souffrent d’une maladie fébrile analogue a celle des 
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témoins, mais qui évolue plus tardivement et semble moins 
réguli¢rement mortelle. Mais les autopsies font apparaitre des 
différences autrement importantes (tableau V) : 


Aviaint Ly. Amge . INTRAVEINEUX . 10.1. 1939 
NUMERATION nes BACILLES PRESENTS ans ve FOIE 


FROTTIS CULTURES 


BACILLES BACILLES 
PAR CHAMP MicROSCOPIQUE PoUR 0,004 mar dE FOIE 


A000 BACILEES 


o———> TEMOINS 
Seaes © TRAITES PAR 1162 F 


Fic. 5. — Expérience III. 


Les rates des traités (fig. 3) sont toutes nettement plus petites 
que celles des témoins (la fig. 8 ne comprend que les traités par 
4162 F. Parmi les traités par 1358 F, seul le lapin 1358 F, n° 2, 
fait exception : sa rate pése 5 gr. 2. Mais l’histologie y décécle 
un cedéme considérable noyant de rares productions tuber- 
culeuses). 

Annales de UInstitut Pasteur, t. 64, n° 3, 1940. 15 
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Plus nettes encore sont les différences révélées par le dénom- 
brement des bacilles dans les organes, que celui-ci soit fait 
sur frottis ou par culture (fig. 4 et 8, ot les courbes sont dessi- 
nées a l’échelle logarithmique). A partir du dix-huitiéme jour, 
le foie et la rate des témoins contiennent de cent a mille fois 
plus de bacilles que le foie et la rate des traités. Chez les 
témoins, le nombre des bacilles augmente rapidement et régu- 
ligrement. Chez les traités, il ne change pratiquement pas. 
Les oscillations de la courbe autour de l’ordonnée « 4 bacille 
par champ » sont dues a des variations individuelles de lapin 
& lapin, mais n’indiquent aucune tendance 4 l’augmentation 
ou & la diminution. Cependant, chez les deux traités que nous 
avons laissé survivre quarante-quatre et soixante-dix-neut 
jours, les bacilles sont devenus extrémement rares (lapins 
1358 F, n° 3 et 4, tableau V). 

Cette différence de nombre des bacilles est ce qui frappe le 
plus & la lecture des coupes histologiques, dés le sixiéme jour, 
et encore bien plus & partir du douziéme jour. A partir de ce 
jour, chez les témoins, les lésions du foie et de la rate sont 
constellées d’amas et de rosaces bacillaires qui augmentent 
de jour en jour et sont visibles & un faible grossissement. Les 
cellules épithélicides et géantes en sont gorgées. Chez les 
traités, malgré l’existence de lésions appréciables, on ne 
trouve que des bacilles rares et isolés. La plupart des cellules 
géantes en sont dépourvues. 

Maleré ces différences, les coupes montrent que 1’élément 
congestif et hémorragique, au niveau de la rate, est trés sem- 
blable chez les témoins et les traités. Nous avons insisté sur 
ce point & propos de l’expérience précédente. 

Par contre, les altérations spécifiques des tissus sont nette- 
ment influencées par le traitement. Nous résumerons leur évo- 
lution du sixiéme au vingt-sixiéme jour de l’infection, d’une 
part chez les témoins, de l’autre chez les traités par 1462 F 
(voir tableau page suivante). 


En résumé, les lésions caractéristiques apparaissent au 
onziéme jour, chez les traités comme chez les témoins : dans 
le foie, sous forme de petits nodules réticulo-leucocytaires 


disséminés ; dans la rate, sous forme de petites plages épithé- 


ee 


ACTION DU SULFAMIDE SUR LE BACILLE AVIAIRE 223 


TEMOINS (6) TRAITES 


Sixiéme jour : 
Rate : Congestion. Polynucléaires dans Rate : Comme témoin. 
les sinus. 


Foie : Rares petits nodules réticulaires. Foie : Hypertrophie de quelues cel- 
lules de Kiipffer. 


Huttiéme jour : 
Rate : Apparition de petits nodules Rate : Congestion. Polynucléaires dans 
épithélioides. Jes sinus. 
Foie : Trés petits amas réticulo-leuco- Foie : Comme (émoin. 
cytaires. 
Onziéme jour : 


Rate: Vastes plages épithélioides entou- Rate : Plages épithélioides plus petites, 


rant et remplacant en partie les cor- rongeant les bords des corpuscules 
puscules de Malpighi. de Malpighi. 

Foie : Petits nodules réticulaires dis- Foie : Comme témoin. 
séminés. 


Douziéme jour : 
Rate : Comme témoin le onziéme jour. Rate : Comme traité le onziéme jour. 
Foie : Nombreux petits nodules réti- Foie : Comme traité le onziéme jour. 
culaires. 
Treiziéme jour : 
Rate : Plages épithélioides ou nécro- 
tiques remplacant presque totale- 
ment les corpuscules de Malpighi. 
Foie : Trés nombreux petits nodules 
dissociant les travées. 
Seiziéme jour : 
Rate : Trés vastes plages 6pithélioides. Rate: Comme traité le onziéme jour. 
Foie : Nodules épithélioides tres nom- Foie : Comme traité le onziéme jour. 
breux et confluents. 
Dix-huitiéme jour : 
Rate : Entiérement envahie par des Rate : Comme traité le onziéme jour. 
plages épithélioides. Rares centres 


nécrotiques. 
Foie : Petits nodules épithélioides Foie: Comme témoin le douziéme jour. 


extrémement nombreux dissociant 
totalement les travées. 
Dix-neuviéme jour : 
Rate : Entigrement envahie par du tissu 
épithélioide. Cellules géantes ++ +. 
Foie ; Nodules épithélioides de plus en 
plus confluents. ; 


(6) L’évolution des Iésions chez les témoins n’est autre que celle qui 
fut décrite par Yersin, il y a cinquante ans, dans son mémoire clas- 


sique [40}. 
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TEMOINS TRAITES 


Vingl-deuxiéme jour : 


Rate : Comme traité le onziéme jour, 
mais les plages semblent se disso- 
cier, elles s’infiltrent de polynu- 
cléaires et de lymphocytes. 

Foie: Comme témoin le douziéme jour, 
mais les nodules semblent se disso- 
cier. Quelques cellules géantes. 


Vingt-troisiéme jour : 
Rate : Petits halos d’hyperplasie réti- 
culaire autour des corpuscules de 
Malpighi. 
Foie : Comme témoin le onziéme jour. 
Vingt-quatriéme jour : 


Rate : Entigrement envahie, comme 
témoin le dix-neuviéme jour. 

Foie : Nombreux et grands nodules 
épithélioides confluents. Cellules 


géantes +++. 
Vingt-cinquiéme jour : 


Rate : Entiérement transformée en Rate: Halos d’hyperplasie réticulaire 
tissu épithélioide, riche en grosses autour des corpuscules de Malpighi. 
cellules géantes. 

Foie : Presque entiérement envahi Foie : Nombreux trés petits nodules 
par des nodules épithélioides. réticulo-leucocytaires. 


Vingt-sixiéme jour : 


Comme traité le vingt-cinquiéme jour. 


Les 2 lapins traités par 1358 F (n° 1 et 2) ont des lésions semblables 
a celles du traité par 1162 F au dix-huitiéme jour. 


lioides qui rongent les bords des corpuscules de Malpighi. 
Dans la suite, chez les témoins, les nodules du foie deviennent 
de plus en plus nombreux, volumineux et confluents, tendant 
a occuper la plus grande partie de lorgane. De plus, leur 
constitution méme change : les nodules réticulo-leucocytaires 
se transforment en nodules épithélioides typiques ; de nom- 
breuses cellules prennent un aspect trés caractéristique 

noyau excentrique, protoplasme clair au centre, foncé a la 
périphérie, ce sont les « mature epithelioid cells » de Max 
Lurie [23] ; les cellules géantes apparaissent en grand nombre. 


7. ee eer. 
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Dans la rate, on assiste & la méme maturation des cellules 
épithélioides. D’autre part, pulpe et amas lymphoides dispa- 
raissent, remplacés par de vastes plages épithélioides parse- 
mées de cellules géantes et, parfois, de petits ilots nécrotiques. 
Cellules épithélioides et géantes sont bourrées de bacilles. 

Chez les traités, & partir du onziéme jour, les lésions res- 
tent stationnaires ou augmentent Jégérement de nombre et 
de volume ; mais l’aspect des cellules qui les constituent ne 
change guére, bien qu’apparaissent parfois quelques cellules 
géantes, dépourvues de bacilles. A partir du vingt-deuxiéme 
jour, les nodules s’infiltrent de polynucléaires et de lympho- 
cytes et semblent se dissocier. Aux vingt-cinquiéme et vingt- 
sixiéme jours, ils sont encore nettement visibles dans le foie, 
mais trés petits, alors que, dans la rate, il ne reste plus que des 
halos d’hyperplasie réticulaire autour des corpuscules de 
Malpighi. 

Les poumons sont le siége, chez les traités comme chez les 
témoins, d’une infiltration diffuse de la trame, dés le huitiéme 
jour. Sur ce fond apparaissent des nodules histiocytaires puis 
épithélioides, précoces (dix-neuviéme jour), nombreux et 
riches en bacilles chez les témoins ; tardifs (vingt-cinquiéme 
jour), rares et trés pauvres en bacilles chez les traités. 

Au dela du vingt-siziéme jour, tous les témoins étaient 
morts ; nous avons laissé survivre 2 traités (1388 F, n° 3 et 4) 
quarante-quatre et soixante-dix-neuf jours, en continuant le 
traitement jusqu’au quarante-deuxiéme jour. 

Lapin 8. Sacrifié le quarante-quatriéme jour. — Poumons : trés petits 
nodules histiolymphocytaires disséminés. Foie : trés rares petits amas 
de 10 & 20 histiocytes. Rate : hyperplasie réticulaire diffuse. Trés rares 
et minuscules flots épithélioides. Aucun bacille visible. 

Lapin 4. Sacrifié le soirante-dix-neuviéme jour. — Méme tableau. 
Dans le foie, les nodules sont les uns fibreux, les autres purement 


lymphocytaires, quelques-uns caséeux, contenant de trés rares bacilles. 
Dans le rein, on trouve un petit nodule caséeux avec quelques bacilles. : 


Ces deux survivants n’étaient donc pas guéris. La culture a 
révélé chez eux l’existence de quelques bacilles vivants. Le 
traitement a permis a ces lapins de traverser la phase aigué, 
habituellement mortelle, de la maladie, et de passer 4 une 
forme chronique, telle qu’on pourrait l’obtenir d’emblée avec 
une trés petite dose de bacilles aviaires virulents 
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CONCLUSIONS DES EXPERIENCES II Ev III. 


1° Bien que nous ayons choisi un mode d’infection qui — 
relativement aux autres tuberculoses expérimentales — tue 
les témoins rapidement et réguliérement, et que nous nous 
soyons trouvés ainsi dans des conditions favorables & une 
étude de chimiothérapie, nous n’avons guére pu étudier l’effet 
du traitement sur la survie des animaux. D’une part, nous 
avons été génés par une forte mortalité par maladies inter- 
currentes et par intoxication médicamenteuse. D’autre part, 
nous avons volontairement sacrifié un grand nombre d’ani- 
maux sans attendre leur mort. Néanmoins la clinique et sur- 
tout l’anatomie pathologique nous permettent d’affirmer que 
le traitement atténue considérablement les effets de ]’infection. 

2° Par contre, il ressort nettement que le traitement main- 
tient trés prés de son niveau initial le nombre de bacilles pré- 
sents dans l’organisme au cours de l’infection, alors que ce 
nombre s’éléve rapidement et réguliérement dans les organes 
des témoins. 

Sans pouvoir le démontrer rigoureusement, on peut tenir 
pour vraisemblable que le traitement ralentit suffisamment la 
multiplication des germes, pour que cette multiplication soit 
& peu prés exactement contrebalancée par le pouvoir normal 
d’élimination et de destruction des germes par l’organisme. 

En effet, rien jusqu’ici, dans nos expériences, ne nous incite 
& croire que ce pouvoir d’élimination et de destruction soit 
stimulé par le traitement. Certes, on observe souvent sur les 
coupes des traités des aspects qu’il est logique d’interpréter 
comme des images de destruction de bacilles : macrophages 
ou cellules géantes riches en granulations acido-résistantes, A 
cété de cellules contenant quelques batonnets typiques et 
d’autres cellules semblant vidées de toute substance acido- 
résistante. Mais ces images se retrouvent aussi souvent chez 
les témoins ; chez ceux-ci, elles passent au second plan, 
noyées dans un trés grand nombre de cellules bourrées de 
batonnets trés bien colorables. . 

Au contraire, ce que nous savons du pouvoir inhibiteur des 
médicaments sur la multiplication des germes in vitro — les 
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doses auxquelles ils sont actifs, leur activité en présence de 


_Serum — nous pousse a admetire que ces médicaments exer- 


cent in vivo le méme pouvoir que in vitro (7). 

Nous ne saurions nous étonner du fait que des bacilles en 
petit nombre, et ne pouvant guére se multiplier, soient capa- 
bles cependant de faire apparaitre les lésions que nous avons 
décrites. En effet, des bacilles morts, de la méme souche I,. 
sont capables eux aussi de faire apparaitre en dix 4 quinze 
jours des lésions nettes et lentement curables : 


Expérience IV. — 4 lapins recoivent, par voie veineuse, 20 milli- 
grammes de bacilles L,, tués par chauffage 4 80° pendant une heure 
en ampoules scellées, au bain-marie. Ils sont sacrifiés A partir du 
treiziéme jour. 

Treiziéme jour. Rate : 4 grammes ; frottis : 3 bacilles par champ ; 
nombreuses plages épithélioides rongeant les corpuscules. Foie : nom- 
breux et larges foyers réticulaires et épithélioides, des bacilles altérés, 
granuleux et trés courts se disposent en petites rosaces dans des cellules 
géantes. Poumons : nombreux follicules typiques. 

Quinziéme jour. Rate : 1 gr. 8; frottis : 10 bacilles. Méme tableau 
histologique qu’au treizitme jour. Trés. nombreuses cellules géantes 
dans le foie. 

Vingt-quatriéme jour. Rate : 1 gr. 8 ; frottis : 2 bacilles ; trés petites 
plages épithélioides. Foie : trés nombreux et trés petits nodules réticulo- 


(7) Deux travaux récents laisseraient cependant supposer que ce pou- 
voir bactériostatique n’est pas le seul en cause. Corper, Cohn et 
Bower [8 ter] inoculent & des cobayes, par voie veineuse, des doses 
massives de bacilles tuberculeux morts. Ils provoquent ainsi 1’appari- 
tion d’une importante splénomégalie, moins marquée chez les animaux 
traités par le sulfamide. Frappés de plus par l’aspect que prend la rate 
chez les cobayes non inoculés mais longuement traités par le sulfamide 
(couleur rouge foncé, raréfaction des éléments nucléés) ils pensent que 
l'effet' du sulfamide sur la tuberculose du cobaye serait di 4 une action 
toxique sur les cellules spléniques, lesquelles ne seraient plus capables 
d’édifier des tubercules. 

Remarquons que cette théorie ne saurait rendre compte de la pau- 
vreté des organes en bacilles, notée dans l’expérience de Rich et Follis, 
comme dans les nétres. 

D’autre part, d’aprés Zernoff et Kotzovsky [44], les chenilles de 
Galleria mellonella meurent en un A cing jours 4 la suite de l’inocu- 
lation de 1 milligramme de bacilles tuberculeux en eau physiologique, 
mais résistent si les bacilles sont mis en suspension dans une solution 
concentrée de sulfamide. Nous ne saurions invoquer dans ce cas parti- 
culier l’action bactériostatique du médicament, et peut-étre faudrait-il 
envisager, comme l’ont fait, pour d’autres germes, Levaditi et 
Vaisman [20bis], puis Carpenter, Hawley et Barbour [8 quater] une 
action antitoxique du sulfamide. 
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leucocytaires ; rares débris acido-résistants. Poumons : follicules histio- 
tymphocytaires. : 

Quarantiéme jour. Rate : 1 gramme ; halos d’hyperplasie réticulaire 
autour des corpuscules ; quelques cellules géantes avec de rares granu- 
lations acido-résistantes. Foie : rares et trés petits amas réticulo-leuco- 
cytaires ; quelques histiocytes isolés bourrés de bacilles. Poumons 
épaississement de la trame. 


Ainsi l’existence de lésions importantes peut s’expliquer 
par la présence de bacilles en petit nombre, incapables de se 
reproduire, et méme tués. L’existence de pareilles lésions 
chez nos traités ne doit donc pas nous faire mettre en doute 


x 


la géne apportée par le traitement a la reproduction des 
bacilles vivants. 


Expériences sur le cobaye. 


Bretey et Laporte [5] ont montré que le bacille aviaire, ino- 
culé & haute dose au cobaye, par voie veineuse, donne a cet 
animal une tuberculose trés voisine du « type Yersin » décrit 
chez le lapin. Nous relaterons briévement nos essais de traite- 
ment dans cette forme aigué de la tuberculose aviaire du 
cobaye, malgré le petit nombre d’animaux mis en expérience. 


Expkriency V (19 octobre 1938) [tableau VI]. — 32 cobayes, d’un 
poids moyen de 3880 grammes, sont répartis en deux lots. Ils recoivent 
dans la veine saphéne, les uns 1 milligramme, les autres 0 milligr. 1 
de hbacilles aviaires L, (culture sur Loewenstein, Agée de vingt-cing 
jours). Les médicaments ont été administrés per os, A la pipette, en 
émulsion dans 1 cent. cube de julep (gomme adragante et sirop de 
sucre), pendant trente jours et aux doses quotidiennes suivantes ;: 

1358 F, pendant six jours : 50 milligrammes a 9 heures ; 

puis, pendant vingt-quatre jours : 25 milligrammes A 9 heures et 
25 milligrammes A 17 heures. 

1162 F, pendant six jours : 200 milligrammes a 9 heures ; 

puis, pendant douze jours : 100 milligrammes A 9 heures et 
100 milligrammes 4 17 heures ; 


puis, pendant cinq jours : 50 milligrammes aA 9 heures et 50 milli- 
grammes a 17 heures ; 


puis, pendant sept jours : 50 milligrammes A 9 heures et 100 milli- 
grammes a 17 heures. 

Le traitement a été commencé le jour de J’inoculation. 

Les résultats sont résumés dans le tableau VI. 


ACTION DU SULFAMIDE SUR LE BACILLE AVIAIRE 229 


Tasteau VI. — Cobayes traités per os. 


POIDS DE LA RATE BACILLES POUR 100 CHAMPS 
ie (frottis de rate) 
‘ 


Ja maladie Témoins 1358 F 1162F Témoins | 1358F 1162F 


Bacilles aviaires L,, 0 milligr. 1: 


500 


+ 200 


bo 


180 
60 
100 


0 
1 
2 
2 
Al 


de 
+ 
+ 3 
+ 141 
500 
Quatre morts avant 200 
le dixiéme jour. 400 
Bacilles non dé- ( 2 000 
nombrés. 4.200 


6 


+, mort; S, sacrifi¢. 


Remargues. — 1° Chez les cobayes témoins, contrairement 
& ce qui se passe chez les lapins, le nombre des bacilles de la 
rate n’augmente ni réguliérement ni rapidement. Les bacilles 
restent rares (les chiffres du tableau VI se rapportent a 
100 champs microscopiques), c’est pourquoi les contrastes 
entre traités et témoins sont peu nets, sur les coupes histo- 
logiques. C’est pourquoi aussi les numérations sur frottis 
sont peu précises. Le cobaye est donc moins favorable que le 
lapin a l’étude que nous avons entreprise. 

2° Le traitement a été incomplet, puisque, au début de 
Vinfection, il n’a été administré qu’une seule dose de médi- 
cament par jour. 

3° L’hypertrophie des rates n’a pas été influencée par le 
traitement. 

4° Maleré ces conditions défavorables, il est frappant de 
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voir qu’au trentiéme jour, 9 sur 14 des rates des traités con- 
tiennent beaucoup moins de bacilles que celles des témoins. 
Il semble que le traitement ait haté la raréfaction des bacilles. 


Traitement des lapins infectés avec le bacille aviaire 417. 


Aprés avoir étudié la sensibilité 4 la chimiothérapie d’une 
infection aigué due a la souche aviaire L,, il importait d’expé- 
rimenter avec une autre souche aviaire, de virulence diffé- 
rente. A cet effet, notre collégue R. Laporte a eu |’amabilité 


0,02 mgr Aviaire 4 «4 WL 99 


.) Poips pes Rares 
o—<« TEMOINS 
onium 195% F 


Oo > & ww © om ou GRAMMES 


Fic. 6. — Expérience VI. 


de nous confier une souche qu’il venait d’isoler de la poule 
(souche Laporte aviaire 17). Cette souche tuait alors le lapin 
au 1/100 de milligramme en vingt 4 trente jours, avec les 
lésions suivantes : trés grosse rate, couverte de granulations 
fines ; trés fines granulations blanches sur le foie et les pou- 
mons. Au microscope, on était frappé par l’importance des 
lésions nodulaires caséeuses. Lorsque nous l’avons expéri- 
mentée, cette souche ne tuait plus régulitrement dans les 
mémes délais, mais son pouvoir caséifiant Stait resté intact. 
Nous avons ainsi été amenés A étudier une tuberculose 
subaigué et particulisrement caséifiante, due a l’inoculation 
d’une dose relativement faible (1/50 de milligramme) de 
bacilles aviaires trés virulents. 


Expirience VI (4 avril 1939) [tableau VII]. — 18 lapins recoivent par 
voie veineuse 0 milligr. 02 de bacille aviaire 17 (Laporte), d’une culture 
sur pomme de terre, dgée de trente jours, soit environ 2.000.000 ‘de 
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germes vivants (c’est-a-dire cultivables et dénombrables sur Loewen- 
stein). 10 lapins sont traités par 1358 F, en injections huileuses sous- 
cutanées, aux doses suivantes : 1 gr. 5 tous les deux jours pendant 
vingt et un jours, puis 1 gr. 5 tous les trois jours pendant vingt-huit 


J ours Bb Z 23 38 ks SO 


Tere ond 


Tents 


J ours 2) 29 50 50 


Fic. 7. — Rates des lapins ayant recu 0 milligr. 02 de bacilles tuberculeux 
(souche Aviaire 17), par voie veineuse et traités par le 1358 F. 


jours. Témoins et traités sont sacrifiés entre le dix-septiéme et le cin- 
quantiéme jour. 

La température des traités, comme celle des témoins, a oscillé, a 
partir du onziéme jour et jusqu’a la fin, entre 39° et 41°. Une forte 
mortalité par coryza épidémique a marqué le début de Vexpérience. 
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Dans la suite, les animaux traités ont réguliérement pris du poids 
alors que les témoins maigrissaient. 
Le tableau VII résume les résultats du traitement. 


Tastrau VII. — Expérience VI. « Aviaire 17 » O milligr. 02. 


JOUR BACILLES 
pour 100 champs 
de de OBSERVATIONS 


DOSE 
totale 
en 
grammes 


LAPINS 


la mort | la rate Rate Foie 


Témoins : 


Bronchopneumonie. 


= 
WiIcCcraAkwo 


[oid 


Bronchopneumonie. 
Coryza. 


oattnnnwmt 


Coryza, péritonite. 
Coryza. 
Coryza, pleurésie. 


. 


J 
cocoocorooeeo 


Coryza hémorragique. 
Coryza, sacr. mourant. 


Com bo DO CR oR 


uw we 


— 


n 
WRN WM REET + 
PEE RONMFE OO 
a 
COCOWRSLOOCSO 


bo 


S. sacrifié; +, mort. 


Remargues. — 4° Les bacilles sont relativement rares sur 
les frottis (le nombre indiqué au tableau VII se rapporte a 
100 champs microscopiques). Leur nombre varie trés irrégu- 
liérement chez les témoins. Ces irrégularités sont d’ailleurs 
paralléles & celles que l’on retrouve sur les coupes histolo- 
giques ; c’est ainsi qu’on ne trouve des bacilles en gros amas 
ou en rosaces que chez les lapins témoins 4, 6 et 7. 

Néanmoins le nombre des bacilles des traités, sur frottis 
comme sur coupe, reste trés inférieur & celui des bacilles des 
témoins. 

2° Le poids des rates (fig. 6) et leur aspect (fig. 7) opposent 
les traités aux témoins encore plus nettement que le nombre 
des bacilles. 


ACTION DU SULFAMIDE SUR LE BACILLE AVIAIRE 233 


3° L’ensemble des constatations anatomo-pathologiques 
confirme cette opposition. Nous donnons ci-dessous le détail 
de l’évolution des lésions dans la rate. 


TEMOINS TRAITES 


Diz-septiéme jour : 

Lapin 2. —Trés nombreuses et vastes Lapin 5. — Aucune production tuber- 
plages épithélioides parfcis nécre- culeuse. Raréfaction lymphoide. Hé- 
tiques. morragies. 

Vingtiéme jour : 

Lapin 3. — Trés nombreuses plages Lapin 6. — Trés petites plages épithé- 
épithélioides rongeant les corpus- lioides modifiant a peine les corpus- 
cules de Malpighi. Pas de caséum. cules de Malpighi. Hémorragies. 

Vingt-neuviéme jour : 


Lapin 4. — Rate presque entiérement Lapin 7. — Nombreuses plages épithé- 


transformée en plages épithelioides. lioides non nécrosées, rongeant les 
Nombreux centres caséeux. Cellules corpuscules de Malpighi. Hémor- 
géantes +++. ragies. 

Lapin 5. — Vastes plages épithélioides Lapin 8 — Rares et trés petits no- 
parfois nécrotiques, respectant quel- dules épithélioides. 


ques corpuscules de Malpighi. 
Trente-huitiéme jour : 


Lapin 6. — Rate presque entiérement 
occupée par des nodules caséeux. 


Quarante-troisiéme jour : 


Lapin 7. — Rate envahie de nombreux 
gros nodules caséeux. 
Cinquantiéme jour : 


Lapin 8. — Rate bourrée de gros no- Lapin 9. — Aucune production tuber- 
dules caséeux & limites nettes et cir- culeuse. Congestion. 
culaires. Lapin 10. — Aucune production tuber= 


culeuse. Réaction myéloide. 


Les lésions du foie évoluent parallélement a celles de la rate, bien 
que les nodules y restent toujours de taille plus exigué. Il en subsiste 
quelques-uns, trés petits et particuligrement fibrosés, chez les lapins 
traités 9 et 10. 
_Les poumons présentent souvent des lésions visibles & |’ceil nu : chez 
les témoins, il s’agit de nombreuses granulations grises vitreuses 
(n°® 3, 4 et 5), puis.de tubercules 4 centre opaque et jaune (n° 6, 7 
et 8). Chez les traités 7 et 8 (vingt-neuviéme jour), on note une érup- 
tion de granulations grises, qui manquent chez les n°* 9 et 10 (cin- 
quantiéme jour). Le microscope confirme cette aggravation des lésions 
chez les témoins et cette régression chez les traités. 

Dans les reins enfin, nous avons trouvé des lésions folliculaires, puis 
caséeuses chez les témoins 4, 5, 6, 7 et 8, mais non chez les traités. 
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On voit que, chez les traités, les lésions apparaissent plus 
tard que chez les témoins, et qu’elles guérissent, tandis que 
les lésions des témoins s’aggravent encore, malgré la raré- 
faction des bacilles et l’apparition de nombreuses images évo- 
quant l’idée d’une lyse bacillaire intracellulaire. 

4° Cette expérience confirme les constatations faites avec 
le bacille L, et rend particulitrement évidente l’influence du 
traitement sur l’évolution des Iésions. Mais ce mode d’infec- 
tion, c’est-a-dire l’inoculation d’une petite dose de bacilles 
aviaires trés virulents, donne des résultats tardifs, et, pour ce 
gui est du nombre des bacilles dans les organes, des résultats 
irréguliers. I] n’est donc pas indiqué d’y recourir si l’on veut 
mettre rapidement en évidence J’influence d’un médicament 
présumé antituberculeux sur la multiplication in vivo d’un 
bacille aviaire. 


Conclusions. 


4° Différents auteurs ont montré l’influence inhibitrice que 
le sulfamide exerce sur l’évolution de la tuberculose expéri- 
mentale du cobaye. Les expériences capables de mettre en 
évidence cette influence ont une durée qui varie de quatre 
semaines 4 cing mois ; on pourrait difficilement avoir recours 
& ces techniques pour étudier systématiquement un grand 
nombre de produits chimiques. 

2° C’est pourquoi nous avons cherché & mettre en évidence 
Vaction du sulfamide par une technique plus rapide. Dans ce 
but, nous avons étudié son action sur la tuberculose aigué 
dite de type Yersin, provoquée chez le lapin par l’inoculation 
intraveineuse d’une forte dose de bacilles aviaires, et nous 
avons choisi un bacille qui se multiplie rapidement dans 
Porganisme. L’influence inhibitrice du sulfamide sur I’ évolu- 
tion des lésions est manifeste. D’autre part, alors que chez les 
iémoins le nombre des bacilles présents dans la rate et le foie 
croit rapidement et réguliérement, chez les traités, ce nombre 
reste stationnaire. C’est 1a le résultat le plus net, le plus régu- 
lier et Ie plus facile & mettre en évidence de cette thérapeu- 
tique. En effet, au cours d’une expérience d’une vingtaine de 
jours, la comparaison des mortalités est sujette & bien des 
erreurs : elle exige un grand nombre d’animaux, elle risque 
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d’étre faussée par des maladies mortelles intercurrentes ou 
par des intoxications médicamenteuses. La comparaison des 
lésions exige le secours de l’histologie et ne peut étre facile- 
ment traduite en chiffres. Au contraire, la différence de 
nombre de bacilles présents dans les organes des traités et 
des témoins est évidente dés le seiziéme jour, et il suffit d’un 
frottis de rate, coloré au Ziehl, pour la déceler. 

3° On peut admettre que le médicament exerce in vivo, sur 
la multiplication du bacille, la méme action inhibitrice que 
in vitro, et que c’est par ce mécanisme qu’il influence favora- . 
blement |’évolution des lésions. 

4° La 4-4’-diamino-diphényl-sulfone (1358 F) exerce, in vitro 
comme in vivo, et a des doses plus faibles, une influence sem- 
blable a celle du sulfamide. 

3° Dans la technique des auteurs américains, ]’administra- 
tion perorale du médicament doit étre répétée quatre fois dans 
les vingt-quatre heures pendant toute la durée du traitement ; 
elle a été remplacée par l’injection sous-cutanée du médica- 
ment mis en suspension dans l’huile d’olive, pratiquée tous 
les deux jours. 

6° Dans la mesure ot I’activité d’un produit sur la multi- 
plication in vivo du bacille tuberculeux aviaire est utile a 
connaitre, la technique que nous avons employée peut rendre 
de grands services : elle est simple, rapide et ses résultats sont 
précis. 

Son plus grave défaut est d’étre cotiteuse. Elle exige de 
grands animaux d’expérience, les lapins, et un traitement de 
quinze & vingt jours ; elle consomme donc de grandes quan- 
tités du médicament a expérimenter. Elle ne peut s’appliquer 
pratiquement qu’aux produits qui bénéficient déja d’une pré- 
paration industrielle. 

On ne saurait malheureusement l’appliquer aux petits ani- 
maux. En effet, le bacille aviaire ne se multiplie rapidement 
et réguliérement ni chez le cobaye, ni chez le rat, ni chez la 
souris. Kolle et Schlossberger [18] ont recommandé Il’emploi 
de la souris blanche pour des études de chimiothérapie anti- 
tuberculeuse. D’aprés ces auteurs, l’inoculation intrapérito- 
néale de 4/2 milligramme d’une certaine souche de bacilles 
aviaires tuerait la souris dans des délais relativement 
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constants, inférieurs & quatre-vingts jours. Mais les protocoles 
mémes de ces auteurs n’entrainent pas la conviction. Les tra- 
vaux de A. Boquet et L. Négre [4] et les études récentes de 
N. et L. Stamatin [36] ont au contraire mis en lumiére l’irré- 
gularité de la mortalité due au bacille aviaire chez la souris. 
B. Lange [20] et N. et L. Stamatin ont montré que les bacilles 
des mammiféres ne produisent chez la souris une maladie a 
évolution rapide et réguliére que s’ils sont inoculés par voie 
veineuse & des doses trés fortes (0 milligr. 1), sur lesquelles 
la chimiothérapie a peu de chances d’agir. 

Cependant, d’aprés Sellards et Finkstone [34] et surtout 
d’aprés Béquignon [3], linoculation intracérébrale de trés 
petites doses de bacilles aviaires, bovins ou humains, provo- 
querait des lésions généralisées, et la mort surviendrait dans 
des délais remarquablement constants. De semblables études 
permettront peut-étre 4 la chimiothérapie expérimentale de 
la tuberculose de trouver les méthodes rapides et économiques 
qui lui manquent encore (8) 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Barton (H. C.) et Gurrnon (A.). Journ. of thor. Surg., Saint- 
Louis, U.S. A., 8, 1938, p. 188 

[2] Barton (H. C.) et Guernon (A.). Journ. of thor. Surg., Saint- 
Louis, U.S. A., 8, 1938, p. 184. 

[3] Bequienon (R.). C. R. de la Soc. de Biol., 134, 1929, p. 581. 

[4] Boguer (A.) et Nikcre (L.). Ces Annales, 35, 1921, p. 142. 

[5] Bretey (J.) et Laporte (R.). C. R. de la Soc. de Biol., 120, 1935, 
p. 316. 

[6] Brrxnavue (K.). Sulfonamide Treat. of exp. the. in guinea pigs. 
Lecture delivered at the Chr., Michelsen Inst., mars 1989, 
Bergen ; Brit. Med. Journ., 8 juillet 1939, p. 54. 

[6 bis] Brrxwaue (K.). Proc. Soc. Exp. Biol. and Med., 42, 1989, p. 274. 

[7] Burrie et Parisn. Brit. Med. Journ., 1938, p. 776. 

[8] Burris, StepHenson, Smiru, Dewine et Foster. Lancet, 232, 1937, 
p. 1331. 

[8 bis] Cotrsroox, Burrte et O'Meara. Lancet, 234, 1936, p. 13283. 

[8 ter] Corper, Conn et Bower. Am. Rev. of Tub., 40, 1939, p. 452. 

[8 quater] Carpenter, Hawrry et Barsour. Science, 88, 1938, p. 530. 

[9] Courmonr (P.), Moren (A.) et M'* Perrer. C. R. de la Soc. de Biol., 
429, 1938, p. 663. 


(8) Nous exprimons nos remerciements 4 MM. E. Fourneau et J. Tré- 
fouél qui nous ont procuré les produits mentionnés, et nous ont, ainsi 
gue M. le D' L. Négre, orientés vers leur étude. 


ACTION DU SULFAMIDE SUR LE BACILLE AVIAIRE 237 


[40] Van Drinse (F.) et Domansxy (A.). C. R. de la Soc. de Biol., 449, 
1935, p. 1297 ; Van Deinsz (F.). Ces Annales, 59, 1937, p. 182. 

[44] Diereicu (H. F.). Am. Rev. Tbc., 38, 1938, p. 388. 

[42] Domacx. Deut. Med. Woch., 61, 1935, p. 250. 

{43] Frnpman (WwW. H.) et Hinsnaw (H. C.). Proc. of the Mayo Clinic., 
14, 1939, p. 174. 

[44] Fourneau, Treroviin, Mm™e Trerovuin, Nirtr et Bover. C. R. de 
VAc. des Sc., 204, 1937, p. 1763. 

[45] Grery (P. H.), Camppern (H.) et Cunney (A.). Proc. of the Soc. 
Lap. Biol. and Med., 39, 1988, p. 22. 

[46] Greer (P. H.), Bonprneron (G.) et Lirrne (M. H.). Ibid., 40, 1939, 
p. 418. 

[47] Hacrman (P. O.). Proc. Soc. Exp. Biol. and Med., 37, 1937, p. 119. 

[48] Korzr (W.) et Scatosssercer (H.). Zeit. Hyg. u. Infeklions kr., 
400, 1923, p. 107. 

[19] Kormer (J. A.), Ramiss (G. W.) et Rute (A. M.). Proc. Soc. Ezp. 
Biol. Med., 39, 1938, p. 581. 

[20] Lance (B.). Zeit. f. Tub., 57, 1930, p. 129 et 209. 

[20 bis] Levaprri (C.), Varsman (A.) et Remré (L.). Ces Annales, 64, 1938, 
p. 635. 

[24] Levin (Nils). Act. Med. Scand., 98, 1939, p. 422. 

[22] Lone (P. H.) et Briss (E. A.). Journ. Am. Med. Ass., 108, 1937, 
p. 953. 

{23} Luniz (M. B.). Journ. of Exp. Med., 55, 1932, p. 31. 

[24] Marswaty (E. K. Jr.). Journ. of Biol. Chem., 122, 1937, p. 263. 

[25] MonrestrRuc. Bull. Soc. Path. exot., 30, 1937, p. 15. 

[26] Newson (A. A.). Pub. Health Rep., 54, 1939, p. 95. 

[27] Nirrr (F.), Bover (D.) et M"° Depizrre (F.). C. R. de la Soc. de 
Biol., 124, 1937, p. 16. 

(28] Rica (A. R.) et Forms (R. H.). Bull. Johns Hopkins Hosp., 62, 
1938, p. 77. 

[29] Rimiveron (C.) et Hemmincs (A. W.). Lancet, 1938, p. 770. 

[30] Rist (N.), M™s Broce (F.) et Hamon (V.). C. R. de la Soc. de Biol., 
430, 1939, p. 976. 

[34] Rist (N.). C. R. de la Soc. de Biol., 127, 1938, p. 103. 

[32] Rist (N.). C. R. de la Soc. de Biol., 180, 1939, p. 972. 

[33] Rosenrnan (S. M.). Pub. Health Reports, 52, 1937, p. 48. 

[34] Seniarps et Finxstons. Bull. Soc. Path. exot., 29, 1936, p. 847. 

[35] Smirapurn (K. C.). Proc. Soc. Exp. Biol. a. Med., 38, 1938, p. 574. 

[36] Sramatin (N.) et M™ Sramatin (L.). C. R. de la Soc. de Biol., 434, 
1939, p. 511; Ces Annales, 63, 1939, p. 269. 

[36 bis] Srrmpacn et Ditxon. Proc. Soc. Exp. Biol. and Med., 4A, 1939. 

[37] Trerovix (J.), M™e° Treroviir, Nirtmr et Bover. Ann. Meédico- 
Chirurg., 3, 1938, p. 61. . 

[38] Trerovin (J.), M@° Trerouiin, Nrrtz et Bover. C. R. de la Soc. de 
Biol., 120, 1935, p. 755. 

[39] Wotrr (L. K.) et Junrus (H. W.). Ces Annales, 62, 1939, p. 616. 

[40] Yersin. Ces Annales, 2, 1888, p. 245. 

[44] Zernorr (V.) et Korzovsky (L.). G. R. de la Soc. de Biol., 134, 1939, 
p. 1250. 

[42] Fouus (H. R.) et Ricw (A. R.). Bull. Johns Hopkins Hosp., 69, 
1939, p. 466 (paru aprés la rédaction de notre travail). 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 64, n® 3, 1940. 16 


RECHERCHES BIOCHIMIQUES ET IMMUNOLOGIQUES 
COMPAREES SUR SPHEROPHORUS NECROPHORUS 
ET SPHEROPHORUS FUNDULIFORMIS 


par E. KIRCHHEINER. 


(Institut Pasteur. Laboratoire du D’ Prévor.) 


I. — Introduction. 


En Europe on a cru jusqu’a ces derniéres années que les 
espéces necrophorus Schmorl et funduliformis Hallé étaient 
trés différentes lune de l'autre et sans aucun rapport entre 
elles. La premiére a été classée tour a tour dans les genres 
Bacillus, Bacterium, Oospora, Cladothrix, Streptothrix, Fusi- 
jormis, Corynebacterium, Actinomyces ; la seconde dans les 
genres Bacillus et Bacteroides, alors que ni l'une ni l'autre ne 
coincidait exactement avec la définition de ces genres. A.-R. 
Prévot [40] a été le premier & rapprocher ces deux espéces 
dans le méme genre : Spherophorus, en raison de leurs analo- 
gies morphologiques et structurales. Il a défini ce genre 
« batonnets polymorphes, droits ou incurvés ; formes courtes 
ovoides 4 coloration bipolaire ; formes longues trés variées, 
filamenteuses, renflées, ramifiées, avec présence constante de 
sphéroides chromatfines, libres ou sessiles, et de métachro- 
masies. Immobiles ; aciliées ; asporulées ; Gram-négatifs ». 
Il a fait de ce genre le type de la famille nouvelle des Sphero- 
phoracee, ou Actinomycetales Gram-négatives (s’opposant aux 
Aclinomycetace, ou Actinomycetales Gram-positives). Ainsi 
défini, ce genre comprend 17 espéces anaérobies, qu’il a clas- 
sées en espéces gazogénes et non gazogénes d’aprés leurs 
caractéres de fermentation, et se répartissant en sous-groupes 
de la facon suivante ; 

1° Gazogénes : a) non sérophiles ; hémolytiques : S. necro- 
phorus ; S. funduliformis ; 
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b) Non sérophiles ; non hémolytiques : S. pseudonecro- 
phorus; S. necrogenes; S. necroticus; S. peritonitis; S. gulo- 
sus ; S. inequalis ; S. varius ; S. siccus ; 

c) Sérophiles obligées : S. mortiferus ; S. freundt ; S. pyo- 
genes ; S. gonidiaformans. 

2° a) Non gazogénes ; non sérophiles : S. floccosus ; S. in- 
fluenzeformis. 

_ 6) Non gazogénes ; sérophiles : S. caviw. 

Il se trouve donc que dans cette classification les espéces 
necrophorus et funduliformis sont trés voisines lune de 
l'autre et dans le méme sous-groupe. De fait, quand on étudie 
ces deux espéces, on ne peut relever pour les distinguer 
1° que jes caractéres culturaux suivants, d’ailleurs fort impor- 
tants : S. necrophorus trouble uniformément les bouillons 
mais ne pousse pas en solution de protéoses, tandis que S. fun- 
duliformis pousse en flocons sans les troubler aussi bien dans 
les bouillons que dans les solutions de protéoses ; 2° que les 
caractéres pathogénes suivants : S. necrophorus est l’agent 
de nécroses viscérales et musculo-tendineuses des mammi- 
féres ; tandis que S. funduliformis est Vagent de septicémies 
humaines graves 4 point de départ amygdalien, entrainant 
secondairement des suppurations nécrotiques viscérales et 
articulaires. 

En Amérique, les travaux de Dack, Heinz et Dragstedt 
(1935 [2], 1936 [3], 1937 [4]) et de Dack, Dragstedt, Johnson 
et Mc Cullough (1938 [5]) ont apporté au probléme une solu- 
tion différente : les espéces necrophorus et funduliformis 
seraient identiques. Cette conclusion inattendue est fondée 
sur une suite de travaux fort intéressants dont voici le résumé 
trés bref : la colite ulcéreuse grave de ’ homme a pour agent 
principal l’espéce necrophorus. Or les souches de necrophorus 
isolées de la colite ulcéreuse de l-homme peuvent étre identi- 
fiées A la fois aux souches de necrophorus isolées des abcés 
hépatiques des bovidés et aux souches étiquetées funduliformis 
isolées des autres syndromes nécrotiques ou septicémiques de 
Vhomme. Comme premitre conséquence, il y aurait lieu 
d’abandonner le terme spécifique funduliformis et de ne con- 
server pour tout ce groupe pathogéne que le terme spécifique 
necrophorus. 
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Or il ne s’agit pas du tout d’une simple question de nomen- 
clature ou de systématique ; l’affirmation de Videntité étiolo- 
gique d’une des plus grandes enzooties mondiales avec une 
maladie humaine trés grave et dont les cas semblent aug- 
menter d’année en année [7, 9, 12, 13], véritable « maladie 
d’avenir » selon l’expression de Charles Nicolle, posent des 
problémes de la plus grande importance : réservoirs de virus ; 
prophylaxie similaire ; thérapeutique commune. 

Il nous a donc paru nécessaire d’entreprendre des recher- 
ches sur ce probléme, afin d’apporter une nouvelle contribu- 
tion 4 cette grave question. En examinant tout ce qui a été 
écrit sur ces deux espéces [14], deux points ont particuliére- 
ment attiré notre attention 

14° Aucune recherche biochimique n’a été entreprise sur 
elles (ce que Dack et ses collaborateurs appellent « bioche- 
mical reactions » n’est que l’étude des caractéres culturaux 
macroscopiques). 

2° Les recherches immunologiques entreprises sur les anti- 
genes de ces deux espéces (essais d’immunisation des animaux 
de laboratoire contre ces germes, obtention de sérums agglu- 
tinants, recherche de la réaction de fixation du complément 
et de la réaction de floculation) n’ont jamais été faites de 
facon comparée. 

Nous avons donc entrepris des recherches comparatives & 
la fois sur la biochimie de ces espéces et sur leurs antigénes. 


Il. — Origine et caractéres de nos souches. 


La souche de S. necrophorus qui a servi & ces recherches a 
6t6 isolée en octobre 1938 d’un abcés nécrotique du foie chez 
un bovidé (4). L’examen microscopique de cette souche, 
Yétude de ses caractéres culturaux et pathogéniques nous a 
montré qu'il s’agissait d’une souche absolument typique de 
S. necrophorus. Elle tuait le lapin de 2 kilogr. 500 par la voie 
intraveineuse a la dose de 2 cent. cubes en trois jours par 
abeés pulmonaires et hépatiques multiples ot on retrouvait 


(1) Ce matériel nous a été envoyé par M. le Vétérinaire en chef des 
Abattoirs de Vaugirard, que nous remercions vivement ici. 
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ce germe a l'état pur ; notons que dix-huit heures aprés 
injection l’animal présentait une diarrhée intense. 

La souche de S. funduliformis a été isolée en septembre 1938 
par hémoculture d’un cas de septicémie mortelle consécutive 
a une angine aigué chez une jeune fille hospitalisée & 1’ Hopital 
Pasteur (2). A l’autopsie, on retrouva le méme germe dans 
les métastases purulentes multiples, en particulier dans le pus 
pleural. Cette souche était la plus typique parmi les autres 
souches de S. funduliformis que nous avions eu l'occasion 
d’étudier, et répondait point par point a la description de 
Hallé. Elle était trés pathogéne pour l’animal d’expérience 
le lapin de 2 kilogr. 500 ayant recu 2 cent. cubes de culture 
par voie intraveineuse mourait en treize jours et a l’autopsie 
on a trouvé : péritonite pariétale et viscérale purulente ; péri- 
cardite purulente; abcés miliaires du foie et de la rate, arthrite 
fémorotibiale purulente. 


Ii. — Fermentation des glucides. 


Nous avons tout d’abord cherché comment se comportait 
chacune de ces souches dans leur action sur les glucides : utili- 
sation pondérale ; produits de métabolisme. 


A. — UTILISATION PONDERALE. 


Considérant que les méthodes d’investigation par les com- 
paraisons de pH avant et aprés culture donnaient souvent des 
résultats erronés, car les variations dues en propre aux glu- 
cides se superposent aux variations dues aux autres consti- 
tuants du bouillon, nous avons recherché l'utilisation pondé- 
rale des glucides par la méthode de G. Bertrand. Nous avons 
done volontairement limité nos recherches aux 10 glucides 
pour lesquels des tables de titrimétrie ont été dressées : glu- 
cose, maltose, lactose, galactose, saccharose, lévulose, arabi- 
nose, mannose, xylose et sorbose. 

Voici comment nous avons procédé : des ballons d’eau pep- 


(2) Dont nous remercions vivement le Médecin chef de Service, le 
Db" René Martin. 
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tonée & 2 p. 100 ajustés entre pH 7,5 et pH 7,8 sont addi- 
tionnés d’environ 10 p. 100 du glucide a étudier. Aprés stéri- 
lisation 4 110°, une portion est prélevée pour dosage du glu- 
cide mis en ceuvre ; on ensemence avec une culture jeune en 
eau peptonée et on porte a l’étuve & 37° pendant quinze jours. 
Aprés ce temps toute fermentation est terminée. On prend 
le pH final et on dose le glucide restant par la méthode de 
G. Bertrand. On en déduit le poids et la proportion de glucide 
utilisée. 

Nous avons réuni les chitlres obtenus dans le tableau 
ci-dessous (3) ; comme il s’agit de recherches comparatives 
nous avons opéré en méme temps avec le méme milieu et les 
mémes réactifs. Bien entendu, des témoins non ensemencés 
ont été réalisés dans les mémes conditions de milieux, de réci- 
pients et de température. Chaque titrage a été répété au moins 
trois fois et ce sont les moyennes des chiffres obtenus qui 
figurent dans ce tableau. 


TasiEau I. — Utilisation pondérale des glucides par S. necrophorus 
et S. funduliformis. 
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On voit par ces chiffres que 
1° Spherophorus necrophorus et Spherophorus funduli- 


(3) OU S. necrophorus et S. funduliformis sont désignés par leurs 
initiales S. n. et S. f. 
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formis cultivés dans les mémes conditions de milieux et de 
température utilisent des proportions trés comparables de 
chacun des glucides suivants : glucose, maltose, lactose, 
galactose, saccharose, lévulose, arabinose, mannose, xylose 
et sorbose. L’écart n’est appréciable que pour le lactose, dont 
S. necrophorus détruit 27,6 p. 100 et S. funduliformis 
20,2 p. 100 seulement, et pour le galactose (89,9 p. 100 pour 
S. necrophorus et 28,5 p. 100 pour S. funduliformis). 

2° Le glucide le plus attaqué est le maltose, dont S. necro- 
phorus détruit 58 p. 100 et S. funduliformis 57,6 p. 100. Le 
glucide le moins attaqué est le saccharose, dont S. necro- 
phorus ne détruit que 10,5 p. 100 et S. funduliformis 14,4 p. 
100, proportion insuffisante pour amener un changement 
de pH appréciable par les méthodes colorimétriques (étant 
donné que l’eau peptonée contient 10 p. 41.000 de ce glucide). 

Entre ces deux extrémes, les autres glucides sont utilisés 
dans des proportions décroissantes suivant cet ordre : galac- 
tose >, lévulose >, glucose >, lactose >, sorbose >, xy- 
lose >, arabinose >, mannose. 


B. — PropbuIts DE METABOLISME. 


S. necrophorus et S. funduliformis provoquant la termen- 
tation gazeuse des glucides, nous avons tout d’abord cherché 
& caractériser les acides volatils formés et leurs proportions 
réciproques. 

1° Acides volatils. 


Nous avons utilisé pour cela des cultures de huit jours en 
bouillon glucosé et en bouillon maltosé, dont la fermentation 
était terminée. Nous avons toujours opéré comparativement 
pour l’une et l’autre souche (milieux de méme composition 
et de méme provenance). 

En employant la méthode de Duclaux nous avons vu tout 
de suite que le mélange des acides volatils était celui pour 
lequel Ia lecture des chiffres et des graphiques était la plus 
difficile & interpréter. Aussi avons-nous employé concurrem- 
ment la méthode de Allen et Harrison [4]. 


Rappel de la technique de Allen et Harrison : Une portion de filtrat 
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de 150 cent. cubes est acidifiée par un exces de SO*H? et entrainée a la 
vapeur, en maintenant le liquide 4 un niveau constant. Le distillat 


recueilli par fractions de 100 cent. cubes est neutralisé & la phénolph- 
taléine, avec une solution titrée de baryte, et la distillation est main- 
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tenue jusqu’d valeur constante des quantités neutralisantes ; l’°ensemble 
des portions neutralisées est évaporé a petit volume, puis acidifié par 
SO*H? normal (quantité équivalente a celle de la baryte utilisée). Aprés 
élimination du précipité de sulfate de baryum, on chasse CO? et on 
recommence un entrainement & la vapeur avec neutralisation frac- 
tionnée comme précédemment. La quantité totale d’acides volatils cor- 
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respond a la quantité totale de baryte utilisée et la détermination de 
ces acides est ultérieurement faite par la méthode classique de Duclaux. 


Résultats : A titre d’exemple nous donnons ci-dessous un 
des graphiques obtenus (S. necrophorus et S. funduliformis ; 
culture en bouillon maltosé & 410 p. 100 ; méthode de Allen 
et Harrison). On y voit que les deux espéces produisent un 
mélange d’acides volatils & peu prés constant et en propor- 
tions sensiblement équivalentes, les acides étant l’acide acé- 
tique et Vacide butyrique. Les résultats des cultures en 
bouillon glucosé ont donné des résultats sensiblement pareils. 


2° Acides fixes. 


Technique : Un lot de 30 litres de bouillon de Ja méme com- 
position a été divisé en trois parties : chacune des souches a 
été ensemencée dans 10 litres de ce bouillon, glucosé a 40 p. 
100, pH 7,5, et les 10 autres litres ont été gardés comme 
témoins a l’étuve pendant le méme temps. 

Aprés huit jours d’étuve 4 37°, le pH des cultures est passé 
a 6. Les cultures ont été filtrées sur bougie Chamberland L3. 
Les filtrats sont neutralisés & pH 7. On distille ensuite dans 
le vide au bain-marie 4 53°. Le distillat est condensé dans un 
récipient placé dans un mélange de glace et de sel et corres- 
pond en volume au 1/5 du volume primitif. Cette portion 
servira plus tard & la recherche des corps volatils & fonction 
alcoolique, aldéhydique et cétonique (voir § 3). 

Le résidu de la distillation est alcalinisé par Mg O, et redis- 
tillé dans le vide pour chasser les amines volatiles. Le résidu 
de cette deuxiéme distillation est acidifié par SO*H? & pH 5,5 
environ, puis distillé dans le vide pour chasser les acides vola- 
tils. Le résidu de cette troisiéme distillation — environ 
4 litre 1/2 — contient les acides fixes. On l’épuise & 1’éther 
(4 litres d’éther en sept & huit fois). La liqueur éthérée conte- 
nant les acides fixes est alors distillée au bain-marie, et le 
résidu est repris dans une petite quantité d’eau distillée. La 
caractérisation des acides fixes est faite sur cette solution 
aqueuse. 

A. Acide succinique. — La caractérisation de l’acide succi- 
nique a été réalisée par la formation du succinate de fer 
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S. necrophorus : nettement positive, S. funduliformis : forte- 
ment positive, Témoin : négative. 

B. Acide lactique. — La caractérisation de cet acide a été 
recherchée par deux procédés 

4° Par la formation de lactate de zinc : S. necrophorus 
négative, S. funduliformis : négative, Témoin : négative 

2° Par la réaction de Hopkins au thiophéne: S. necro- 
phorus : négative, S. fundultjormis : négative, Témoim : néga- 
tive. 

C. Acide oxalique. — La caractérisation de cet acide a été 
recherchée par la formation d’oxaiate de calcium : S. necro- 
phorus : négative, S. funduliformis : négative, Témoin : néga- 
tive. 

D. Acide tartrique. — La formation de bitartrate de potas- 
sium ayant été négative pour les trois solutions, nous avons 
recherché les traces de cet acide par la solution de résorcine 
a 2 p. 100 en présence de 3 cent. cubes de SO*H? ; par chaul- 
fage nous avons obtenu une coloration rose qui vire au rouge 
violet : S. necrophorus : positive, S. funduliformis : positive, 
Témow : négative. 

Mais étant donné la trés grande sensibilité de cette réaction 
et la négativité de la recherche par la formation de bitartrate 
de potassium, on peut dire simplemient que les deux espéces 
produisent des traces d’acide tartrique. 

En résumé : S. necrophorus et S. funduliformis produisent 
tous deux de Vacide succinique en quantité appréciable, le 
second un peu plus que le premier, et des traces d’acide tar- 
trique. 


3° Corps a jonctions alcoolique, aldéhydique et cétonique. 


La portion du filtrat des cultures distillé dans le vide comme 
‘la été dit plus haut (§ 2, page 245) est Iégérement alcaline. 
On la neutralise avec quelques gouttes de SO*H? dilué et on 
la redistille dans le vide dans un ballon muni d’une colonne 
i rectifier de Vigreux. On recueille les produits volatils par 
portions de 10 cent. cubes environ dans des récipients 
refroidis par un mélange de glace et de sel et on recherche 
sur ces portions les alcools, aldéhydes et cétones. 
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a) Alcools : La formation d’iodoforme, la réduction du 
bichromate de potassium nitrique, la réaction a l’acide diazo- 
benzénesulfonique sont négatives aussi bien avec le témoin 
quavec les distillats de S. necrophorus et de S. funduliformis. 
fl n’y a done pas de corps a fonction alcoolique dans les 
cultures de ces deux anaérobies. 

b) Aldéhydes, cétones : La réaction de Legal est positive 
pour S. necrophorus et S. funduliformis et négative pour le 
témoin (cétone et aldéhyde) ; la réaction de Kolthoft (méthyl- 
cétone) est faiblement positive pour S. necrophorus et S. fun- 
duliformis et trés faiblement positive pour le témoin ; 
la réaction de Tollens (aldéhyde) est nettement positive pour 
S. necrophorus et S. funduliformis et trés faiblement positive 
pour le témoin (traces d’aldéhyde) ; les réactions de Denigés, 
Schilf, Fehling, la réduction du nitrate d’argent ammoniacal 
sont toutes négatives. 

En résumé : les réactions de Legal, Kolthoff et Tollens indi- 
quent la présence dans notre filtrat de traces de corps 4 fonc- 
tion cétonique et aldéhydique. 


IV. — Métabolisme de 1’azote. 


N’ayant trouvé dans le métabolisme des glucides aucune 
différence appréciable entre nos deux souches, nous avons 
tenté de voir si le métabolisme de l’azote pouvait nous fournir 
un critére de différenciation. 

Un lot de bouillon a été divisé en trois portions, l'une pour 
S. necrophorus, autre pour S. funduliformis, le troisieme 
servant de témoin. Aprés huit jours de culture 4 37°, on a 
titré dans le témoin et les filtrats des deux cultures les diverses 
formes de lazote. Les résultats sont rassemblés dans _ le 
tableau III. 

Quelles conclusions pouvons-nous tirer de ce bilan ? 

1° Il n’y a pas de trés grosses différences dans le métabo- 
lisme azoté des deux espéces envisagées, sauf peut-étre pour 
la production des acides aminés, qui est trés marquée chez 
S. necrophorus et nulle chez S. funduliformis, et des acides 
diaminés qui est tras forte chez S. funduliformis et nulle chez 
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TasieAu III. — Bilan de l’azote. 
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S. necrophorus ; de méme le taux des COOH des acides dia- 
minés et des polypeptides est plus élevé chez S. necrophorus 
que chez S. funduliformis. 

2° Il y a une production appréciable d’ammoniaque par les 
deux espéces et une production moins importante d’amines. 

3° Il semble que ces deux productions se fassent aux dépens 
des protéoses et des substances azotées A grosse molécule du 
bouillon. 


V. — Recherches immunologiques. 


N’ayant trouvé dans les faits biochimiques aucun critére 
absolu de différenciation entre S. necrophorus et S. funduli- 
formis, nous avons exploré le domaine immunologique de 
ces espéces [41]. 


A. — REACTIONS D’ AGGLUTINATION. 


Nous avons tout d’abord préparé des lapins par injections 
intraveineuses de microbes lavés, repris par l'eau physiolo- 
gique et tués par un séjour a la glaciére en aérobiose. Chaque 
lapin a regu 41 injections pratiquées a trois jours d’intervalle 
en commencant par 0 c. c. 25 et en augmentant progressive- 
ment jusqu’d 20 cent. cubes. Huit jours aprés la dernidre 
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injection les lapins ont été saignés, et les sérums éprouvés. 
Les corps microbiens de S. funduliformis étant autoaggluti- 
nables, nous avons tourné la difficulté par l’artifice suivant. 
La méme suspension microbienne ayant servi & l’injection des 
lapins s’est modifiée aprés le séjour de un mois Aa la glaciére 
en aérobiose : les corps microbiens peuvent rester six heures 
i Pétuve sans autoagglutiner. Comme l’agglutination spéci- 
fique se produit rapidement en une & deux heures, c’est plus 
qu'il n’en faut pour saisir la séroagglutination A son taux 
minimum, le témoin gardant son trouble homogéne caracté- 
ristique. 

Nous avons ainsi obtenu un sérum anti-funduliformis agglu- 
tinant la souche homologue au 4/4.000 et un sérum anti- 
necrophorus agglutinant la souche homologue au 1/5.000. 

Or, en pratiquant les épreuves d’agglutination croisées, 
nous avons constaté que le sérum anti-funduliformis agglu- 
tinait les corps microbiens de S. necrophorus au 1/100. Nous 
en avons conclu quil existe un antigéne bactérien commun 
aux deux espéces, antigéne que nous avons cherché & isoler 
et a étudier. 


B. — ANTIGENE COMPLET. 


Les espéces S. necrophorus et S. funduliformis étant Gram- 
négatives, nous avons cherché a extraire un antigéne de 
chacune d’elles par la méthode de A. Boivin et L. Mesro- 
beanu. Pour cela nous avons traité les culots microbiens lavés 
et essorés correspondant 4 8 litres de culture de quarante- 
huit heures, soit 26 gr. 2 de S. necrophorus et 14 g 9 de 
S. funduliformis (les cultures de necrophorus se montrant 
toujours beaucoup plus abondantes que les cultures de fundu- 
liformis). Au cours de l’action de Vacide trichloracétique a 
froid sur les corps microbiens, nous avons noté un dégage- 
ment abondant d’H?S. La dialyse a été faite sur des mem- 
branes de cellophane de grande superficie. A la fin de l’opé- 
ration nous avons récolté : 4° pour S. necrophorus, 0 gr. 44, 
et 2° pour S. funduliformis, 0 gr. 09 d’une substance blan- 
chatre, séparable par l’acide trichloracétique, non dialysable, 
facilement soluble dans l’eau distillée, ot elle donne des solu- 
tions colloidales blanchatres opalescentes trés caractéristiques, 
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précipitables par l’alcool absolu et par l’acétone pur. Ces deux 
substances se sont montrées trés toxiques pour la souris 
blanche. En effet l’injection de 4 milligramme de chacune 
d’elles, en solution dans 0 c. c. 5 d’eau physiologique tue la 
souris blanche de 30 grammes par voile veineuse en un temps 
allant de quinze minutes 4 une heure. Cette substance est 
aussi toxique par injection sous-cutanée bien que la mort ne 
survienne que plus lentement (deux & six heures). Enfin, ces 
deux substances sont des antigénes spécifiques car elles sont 
précipitées par les sérums anti-microbiens homologues 4 dose 
faible et de la facon suivante 

4° Antigéne necrophorus : 1 milligramme dilué dans 5 cent. 
cubes d’eau physiologique, précipité entiérement par 0c. c. 3 
de sérum anti-necrophorus en deux heures trente a 42°. 

2° Antigéne funduliformis : 1 milligramme dilué dans 5 cent. 
cubes d’eau physiologique, précipité entiérement par 0c. c. 05 
de sérum anti-funduliformis en deux heures trente (les témoins 
restant stables et inchangés dans les deux séries d’expériences 
et les sérums normaux n’ayant aucune action sur les anti- 
génes). 

Ces deux substances répondent done en tous points a la défi- 
mition de Vantigéne complet, lipido-glucidique, des bactéries 
Gram-négatives, telle que l’ont établie A. Boivin et L. Mesro- 
beanu. 

Or dans les mémes conditions de température et de temps, 
Pantigéne complet isolé de S. necrophorus est totalement 
précipité par le sérum anti-funduliformis dans la proportion 
de 1 milligramme d’antigéne pour 0 c. c. 3 de sérum, et réci- 
proquement, lantigéne complet isolé de S. funduliformis est 
totalement précipité par le sérum anti-necrophorus dans la 
proportion de 4 miligramme d’antigéne pour 0 c. ¢. 4 de 
sérum (les témoins restant opalescents et stables). 

Nous en avons conclu que les espéces S. funduliformis et 
S. necrophorus posstdent un antigéne complet, lipido-gluci- 
dique commun, d’ailleurs beaucoup plus abondant pour 
S. funduliformis, et trés toxique pour la souris, ce qui pourrait 
expliquer la similitude de leur pouvoir pathogéne. 
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VI. — Considérations sur le probléme de la dualité 
ou de l’unicité de ces espéces. 


Les travaux de Dack et les nétres prouvent que S. necro- 
phorus et S. funduliformis sont des especes trés voisines 
morphologie trés semblable ; caractéres culturaux superposa- 
bles, sauf le mode de culture en bouillon et en solution de 
protéoses ; caractéres biochimiques de méme nature, sauf 
différences de degré dans les résultats pondéraux ; commu- 
nauté antigénique ; analogies dans le pouvoir pathogéne. Ces 
parentés justifient amplement leur classification dans le méme 
genre Spherophorus proposé par A.-R. Prévot. 

Mais il n’existe 4 lheure actuelle aucune preuve indiscutable 
de leur identité absolue. Aucune des similitudes établies par 
Dack et ses collaborateurs ni par nous-méme ne permet de 
conclure & Vunicité de ces espéces. Quoi qu’on dise, S. necro- 
phorus reste agent étiologique d’une enzootie universelle 
dont les cas de contagion 4 homme restent rares et présen- 
tent un tableau anatomo-pathologique et clinique qui n’est 
pas superposable 4 la maladie humaine spontanée a S. fundu- 
liformis, telle qu’elle a été décrite par Hallé d’abord, par 
Teissier et ses collaborateurs ensuite et enfin par Lemierre et 
ses éléves [7, 12, 13]. 

A la base des conclusions de Dack et de ses collaborateurs, 
nous pensons qu’il y a une confusion de souches, et voici ce 
que nous croyons étre la source de cette confusion. Aux Etats- 
Unis, lVenzootie a S. necrophorus atteint une fréquence 
incroyable : d’aprés une statistique publiée par Newson 
en 1938/8], on a constaté, rien que dans les abattoirs contrélés 
des grandes villes de 10 Etats (Colorado, Nebraska, Californie, 
Minnesota, New-York, Iowa, Kansas, Illinois, Texas, Georgia) 
pour lannée 1937 : 395.303 cas d’abcés du foie & S. necro- 
phorus sur un total de. 7.526.792 bovidés abattus, soit une 
proportion de 5,76 p. 160. Tl est done permis de croire que la 
colite ulcéreuse humaine, assez répandue aux Etats-Unis, 
pourrait avoir une origine alimentaire, ou tout au moins une 
porte d’entrée buccale, explicable par la grande expansion de 
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S. necrophorus. Nous croyons que la colite ulcéreuse humaine 
pourrait bien étre causée par S. necrophorus lui-méme, et en 
tout cas le tableau clinique et les lésions anatomo-patholo- 
giques de cette colite ulcéreuse américaine ne ressemblent 
aucunement 4 la maladie humaine spontanée a S. fundult- 
jormis qu’on connait en Europe : en effet, celle-ci est une 
maladie qui débute toujours par une angine aigué, une tempé- 
rature élevée, un tableau de septicémie et des localisations 
purulentes métastatiques des poumons, du foie, du cerveau, 
des séreuses, des articulations et exceptionnellement de 1’in- 
testin. Si Dack et ses collaborateurs identifient les souches 
de S. necrophorus d’origine bovine avec le microbe de la 
colite ulcéreuse américaine, c’est que l’agent de cette derniére 
est en effet S. necrophorus lui-méme. 

Si nous n’avons pas pu trouver jusqu’ici de critére de diffé- 
renciation entre une souche authentique de S. funduliformis 
humaine, ayant causé une septicémie mortelle bien caracté- 
risée, et une souche authentique de S. necrophorus provenant 
d’un abcés nécrotique chez un bovidé (en dehors du caractére 
de Ja croissance en bouillon et en solution de protéoses), c’est 
parce que dans l|’état actuel de nos connaissances, nous ne 
savons pas encore isoler tous les antigénes des bactéries et 
les comparer entre eux. Nous savons trés bien que deux espéces 
nettement différentes (comme par exemple le B. Friedlander B 
et le pneumocoque type IL) peuvent avoir des antigénes lipido- 
glucidiques trés voisins et pouvant donner lieu a des réactions 
antigéniques croisées. La communauté d’un seul antigéne 
n’est pas une preuve d’identité. Il resterait & étudier les autres 
antigeénes somatiques, la structure chimique du protoplasma 
et, en attendant que les méthodes soient trouvées, nous devons 
laisser au probléme toute son ampleur, sans conclure préma- 
turément a Vunicité de ces espéces. 


Conclusions. 


I. S. necrophorus et S. funduliformis utilisent des propor- 
tions comparables des glucides suivants : glucose, maltose, 


lactose, galactose, saccharose, Iévulose, arabinose, mannose, 
xylose et sorbose. 
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II. S. necrophorus et S. funduliformis sont des ferments 
acétobutyriques du glucose et du maltose, et les proportions 
réciproques de ces deux acides volatils sont les mémes pour 
ces deux espéces, soit environ 4:4. Les autres acides de la 
fermentation des glucides sont l’acide succinique (quantité 
appréciable) et l’acide tartrique (traces). Il y a également 
formation de traces de corps & fonction cétonique et aldéhy- 
dique chez les deux espéces. 

iI. Le métabolisme azoté ne différe pas sensiblement dans 
les cultures de ces deux espéces. 

IV. Le sérum anti-funduliformis agglutine les corps micro- 
biens de S. necrophorus. L’antigéne commun aux deux especes 
est l’antigéne complet, glucido-lipidique, extractible par la 
méthode de Boivin et Mesrobeanu, plus abondant chez S. fun- 
duliformis que chez S. necrophorus. Cet antigéne est trés 
toxique pour la Souris. 

V. Aucune de ces similitudes n’est suffisante pour affirmer 
Videntité de ces espéces. Les caractéres de culture en bouillon 
et en solution de protéoses sont nettement différents ; leur 
pouvoir pathogéne aussi est différent, l'un étant l’agent des 
suppurations nécrotiques viscérales et musculo-tendineuses 
des mammiféres, l'autre l’agent d’une maladie humaine spon- 
tanée débutant par une angine aigué et évoluant comme une 
septicémie grave, souvent mortelle, avec suppurations méta- 
statiques, qui ne ressemble pas & la maladie humaine acci- 
dentelle & S. necrophorus. Nous devons donc continuer a 
considérer S. necrophorus et S. funduliformis comme deux 
especes différentes quoique trés voisines. 


Qu’il nous soit permis en terminant d’adresser nos plus vils 
remerciements au D’ A.-R. Prévot qui nous a suggéré le sujet 
de ce travail et en a dirigé l’exécution ; au D’ A. Berthelot 
qui nous a donné les directives de nos recherches biochi- 
miques ; 4 M” G. Amoureux qui nous a conseillé dans leur 
réalisation et au D* J. Pochon qui nous a initié a la méthode 
d’isolement des antigénes microbiens. 
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UN MUTANT BACTERIEN INSTABLE 
OBTENU EXPERIMENTALEMENT 


par S. GHELELOVITCH. 


(Institut Pasteur. Service de M. Méranikov.) 


Dans une note antérieure nous avons montré que les races 
bactériennes nouvelles, obtenues par l’irradiation avec le 
radon, présentaient souvent un taux de mutabilité accru. 
Nous avons également signalé le cas d’un mutant élaborant 
un pigment de couleur saumon qui a été obtenu a partir d’une 


sarcine jaune. Ce mutant, sans étre soumis a aucun traite- 
ment, a donné plusieurs mutations nouvelles au cours de neuf 
mois de culture. 

La grande mutabilité de cette forme nous a incité a la sou- 


x 


mettre 4 une irradiation nouvelle dans l’espoir d’obtenir des 
races se distinguant de la forme initiale (sarcine jaune) par 
plusieurs de leurs caractéres. 


TECHNIQUE. 


La technique employée est celle décrite récemment par 
Métalnikov : 


Immédiatement aprés avoir ensemencé uniformément toute la sur- 
face d’un tube de gélose, on dépose stérilement sur le milieu nutritif 
un tube capillaire contenant du radon (1). 

La culture irradiée et Ja culture témoin sont ensemencées en partant 
de la méme colonie d’une culture-souche. Les deux cultures sont mises 
a l’étuve a 30°. 


(1) Les microbes ne se développent pas 4 proximité du tube de radon. 
L’étendue de ce champ stérilisé par les rayons dépend de la puissance du 
radon. Aux limites de ce champ les microbes subissent l’effet maximum 
de Virradiation qui est encore compatible avec leur multiplication. 
Il est évident que la quantité d’énergie radiante regue par eux en 
cet endroit de la culture ne dépend que de leur sensibilité dans les 
conditions de culture données et non pas de Ja puissance du radon 
employé dans 1’expérience. 
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La culture contenant le radon est placée dans un étui en plomb de 
1 centimétre d’épaisseur afin d’absorber les rayons traversant le tube 
de culture et empécher ainsi toute influence de ceux-ci sur la culture 
témoin. 


Les repiquages des différents endroits de la culture irradiée 
et de la culture témoin doivent toujours étre faits de fagon a 
obtenir des colonies isolées. Les microbes modifiés donnant 
naissance 4a des races nouvelles étant toujours peu nombreux 
par rapport aux microbes non modifiés, les mutations appa- 
rues risquent d’échapper a l’attention de l’observateur dans 
les cultures denses recouvrant toute la surface de la gélose. 


IsOLEMENT D’UN NOUVEAU MUTANT. 


Le premier repiquage a été fait le deuxiéme jour aprés le 
début de l’expérience. 

Pour ce repiquage on a prélevé les microbes qui s étaient 
développés aux limites mémes du champ stérilisé par les 
rayons. Ce repiquage est resté stérile ; les microbes avaient 
perdu la faculté de se diviser. 

La préparation microscopique faite au méme endroit de la 
culture et en méme temps que le repiquage a montré la pré- 
sence de cocci géants, des formes en batonnets et des 
microbes en voie de désintégration. 

Un deuxiéme repiquage a été fait le quatriéme jour aprés le 
début de l’expérience. 

Nous avons alors transplanté la partie de la culture proche 
du pole supérieur du tube de radon. 

La préparation microscopique faite en méme temps nous a 
montré la présence de cocci de forme souvent irréguliére et 
groupés en amas. 

Ce repiquage a donné deux sortes de colonies : les unes 
présentant tous les caractéres du mutant saumon et ne se 
distinguant pas par leur aspect des colonies apparues dans le 
repiquage de la culture témoin, les autres, beaucoup plus 
petites, & croissance lente et dépourvues de tout pigment. 

Microscopiquement, les colonies sawmon sont composées de 
sarcines ; elles ne différent pas de la culture témoin. 

Les petites colonies incolores, au contraire, sont composées 
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de microbes présentant une diversité étonnante de formes. 
On y trouve, & cété de cocci groupés en sarcines normales, 
des formes géantes, des cocci groupés en chainettes ou en 


amas irréguliers, des microbes de forme ovoide et méme des 
batonnets. 


CULTURE DU MUTANT INCOLORE. 


Nous avons repiqué séparément ces deux espéces de 
colonies. 

Les colonies sawmon ont donné naissance & des cultures en 
tous points pareilles 4 celles provenant du témoin. Mais les 
cultures issues des petites colonies incolores ont présenté une 
évolution curieuse. 

La jeune culture est composée uniquement de petites colo- 
nies incolores présentant microscopiquement le méme pléo- 
morphisme que la colonie initiale 4 partir de laquelle elles 
ont été obtenues. Mais, déja, au bout de cinq-six jours (a 
Vétuve a 30°), ces colonies donnent des colonies secondaires 
pigmentées saumon. 

La croissance de la forme sawmon étant beaucoup plus 
rapide que celle de la forme incolore, la forme saumon envahit 
peu a peu la culture et finit par supplanter la forme incolore. 

Au cours des quatre mois qui se sont écoulés depuis l’isole- 
ment du mutant wcolore, nous avons pu maintenir cette 
souche en la repiquant souvent et en partant toujours de 
colonies incolores n’ayant pas encore donné de colonies 
secondaires. 

Les 17 passages que nous avons pu observer ainsi ont pré- 
senté tous la méme évolution. Au fur et & mesure des passages 
la souche incolore est devenue microscopiquement plus uni- 
forme, les colonies incolores sont maintenant composées 
presque exclusivement de cocci de forme réguliére. 

Les colonies incolores ne donnent pas toutes en méme 
temps des colonies secondaires saumon. On peut trouver dans 
de vieilles cultures de la souche incolore quelques rares colo- 
nies qui, n’ayant pas donné naissance a des colonies secon- 
daires, ont gardé leur caractére incolore. ics 

Il était donc naturel d’essayer de fixer la forme incolore en 
sélectionnant pour les repiquages ces vieilles colonies inchan- 
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gées. Dans ce but, nous avons choisi plusieurs colonies inco- 
lores Agées de quinze & trente jours. . 

Au bout de quatre & six jours, dans les cultures issues de. 
ces colonies, les colonies secondaires saumon ont apparu. 

La forme incolore n’a pas pu étre fixée par sélection de 
colonies incolores Agées, méme lorsque cette sélection a été 
pratiquée au cours de plusieurs repiquages successils. 

Ni la proportion des colonies incolores stables, ni le temps 
d’apparition des premiéres colonies secondaires n’ont pu 
étre changés par cette sélection. 

Ayant établi Vinstabilité du nouveau mutant sur gélose 
nutritive, nous avons voulu vérifier si la dissociation se pro- 
duisait également sur d’autres milieux. On sait en effet que 
le Bacterium coli mutabile décrit par Massini ne se dissocie 
que sur les milieux lactosés ; le bacille tuberculeux aviaire, 
d’aprés Saenz, ne se dissocie pas sur les milieux a lout ; 
Vietorisz a constaté que l’addition de 4 p. 1.000 de cystine 
favorise la dissociation de nombreux microbes. 

Le milieu de culture employé peut donc exercer une 
influence considérable sur le phénoméne de la dissociation 
bactérienne. 

Nous avons ensemencé notre mutant zncolore sur les milieux 
suivants : bouillon ordinaire, eau peptonée, gélatine en 
pigtre, gélose glucosée et bouillon ordinaire en conditions 
d’anaérobiose (sous une couche d’huile de vaseline). 

Dans tous ces milieux, le mutant incolore s’est dissocié en 
incolore et saumon. 

Toutes les souches sawmon isolées soit des colonies secon- 
daires apparues sur les colonies incolores, soit des colonies 
saumon non modifiées isolées de la culture irradiée, se sont 
montrées stables et ne se sont jamais dissociées. 


PROPRIETES BIOLOGIQUES DU MUTANT incolore. 


L’étude des propriétés biologiques de la forme décrite est 
difficile et les résultats de cette étude ENTE toujours un 
certain degré d’incertitude. 

La souche étudiée se dissociant dans tous les milieux qu’on 
utilise habituellement et étant partout dominée au bout de 
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quelques jours par la forme sawmon, on risque, en effet, 
d’observer les caractéres de cette dernidre. 

Ce n’est que pendant les quelques premiers jours de culture 
que les propriétés de la forme incolore peuvent se manifester. 

Or la forme incolore est une forme a croissance tres lente, 
c’est pourquoi le résultat négatif obtenu pour une propriété 
biochimique quelconque ne peut étre admis qu’avec une cer- 
taine réserve. 

C’est sous cette réserve que nous donnons, résumées dans le 
tableau ci-dessous, quelques propriétés de la forme incolore 
en les comparant avec celles de la souche sawmon témoin et 
avec celles de la souche sawmon provenant de Ja dissociation 
de la souche incolore. 


Quelques propriétés 
de la forme incolore comparées a celles des formes saumon. 
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du glucose 
LIQUEFACTION 
de 
la gélatine 


Forme incolore Facultative. — 
Souche saumon issue de la disso- 

ciation de la souche incolore .| Facultative Faible. 
Souche sawmon témoin ... .|Facultative.}| Faible. 


On voit que les deux souches saumon ne se distinguent par 
aucun des caractéres étudiés. La forme incolore a perdu la 
propriété de liquéfier la gélatine. Elle se distingue aussi par 
ses caractéres de culture en milieu liquide dans les conditions 
d’anaérobiose. 

Cultivée dans les tubes de bouillon sous une couche d’huile 
de vaseline, la forme incolore se développe bien ; elle forme 
des flocons qui se déposent ultérieurement au fond du tube. 

Les deux souches sauwmon étudiées (la souche témoin’ et 
celle isolée d’une colonie secondaire sawmon apparue sur une 
colonie incolore) ont, dans ces conditions, une croissance 
tres faible ; elles troublent le milieu et forment un dépot. 
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DISCUSSION. 


Les mutations peuvent apparaitre dans les cultures bacté- 
riennes, soit au sein méme des colonies-méres (c’était le cas 
de tous les mutants que nous avons décrits dans vn travail 
déja cité), ou bien comme colonies secondaires (boutons) a la 
surface des colonies primaires. 

Le deuxiéme mode parait étre assez répandu. C’est ainsi, 
par exemple, que se dissocie le Bacterium coli mutabile décrit 
par Massini. 

Bordet et Renaux, Stamatin ont observé ce mode de disso- 
ciation chez la bactéridie charbonneuse ; Laporte, Stamatin, 
Saenz chez les bacilles tuberculeux humains, bovins et 
aviaires ; Vietorisz chez un grand nombre de bactéries aussi 
différentes que les bacilles typhique, paratyphiques, de la 
dysenterie, B. coli, Pneumobacilles, Staphylocoques, Strepto- 
coques, Gonocoques. 

La dissociation microbienne peut aboutir a la création de 
races nouvelles stables ou bien elle peut donner naissance 
aux formes réversibles. | . 

On trouve d’ailleurs tous les intermédiaires : formes plus 
ou moins réversibles, formes instables, réversibles, se stabi- 
lisant au cours de repiquages successifs. 

La particularité la plus intéressante de notre mutant inco- 
lore, c’est son instabilité, sa propriété de dissociation perpé- 
tuelle. Ce fait, quoique déja bien connu des _ bactériolo- 
gistes (2), nous semble étre cependant d’un intérét théorique 
assez grand, d’avtant plus que le phénoméne parait étre assez 
répandu dans tout le monde organisé. En effet, nous le ren- 
controns aussi bien chez les mollusques (cas de la race aphal- 
lique d’un gastéropode pulmené, Bulinus contortus, décrit 
par de Larambergue), que dans les lignées cancéreuses des 
souris, pour ne citer que deux exemples. 

L’interprétation du phénoméne en ce qui concerne les bac- 
téries se simplifie beaucoup du fait que les notions de 
génotype et de phénotype ne sont guére applicables a ces orga- 


(2) Phases spécifique et non spécifique des Salmonella. 
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nismes dans le sens qu’on est habitué a leur attribuer quand 
il s’agit des organismes végétaux ou animaux supérieurs. 

On ne peut attribuer l’instabilité d’une race bactérienne. qui 
se dissocie constamment, comme c’est le cas de notre mutant 
mcolore, & son hétérozygotie (en: faisant intervenir un facteur 
léthal) pour la simple raison qu’ on ne connait pas ae méiose 
chez les bactéries. 

Les termes de génotype et de iieinctte ont été aplivés 
par Vietorisz pour désigner les différentes formes d’une méme 
espéce bactérienne, la forme phénotypique étant celle qu’on 
obtient dans les conditions de culture « habituelles-», la 
forme genotypique celle que l’on obtient sur un milieu modifié 
(en présence de 4 p. 1.000 de cystine). Une telle ter minologie 
ne peut que compliquer la question. 

En fait, les deux formes ne sont aus citterents ephenotypes 
du méme génotype. 

Sous le terme de génotype, lies aux bactéries, il fau- 
drait entendre la somme de toutes les réactions possibles 
d’une forme bactérienne cultivée dans les conditions les plus 
diverses. Mais on ne saurait jamais établir des « formules 
génotypiques » faisant prévoir les possibilités héréditaires des 
organismes se reproduisant uniquement par voie asexuée. 

Toutefois nous ne croyons pas qu'il faille en déduire, 
comme le fait Van Loghem, que la variabilité bactérienne 
sort du domaine de l’hérédité et ne représente qu’une fonc- 
tion, physiologique, l’adaptation. Si on se place au point de 
vue de Van Loghem on doit aboutir 4 la conclusion que la 
variabilité bactérienne sort également du domaine de 1’évo- 
lution ; il faudrait alors revenir 4 l’opinion de Naegeli qui 
admettait l’unicité de l’espéce bactérienne — celle-ci revétant, 
selon le milieu de culture, l’une ou l’autre des formes connues 
— ou admettre la stabilité de l’espéce et nier toute évolution 
chez les Bactéries. 

Le cas que nous décrivons dans le présent article ne peut 
pas entrer dans l’interprétation de Van Loghem. Les condi- 
tions de culture restent toujours les mémes et pourtant la 
souche se dissocie. Pour qu’il y ait adaptation, il faut que Jes 
conditions du milieu soient modifiées. 

Dans notre cas, nous ne pouvons donc admettre ni une 
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disjonction ‘due:au jeu de facteurs héréditaires, ni une adap- 
tation aux. conditions du milieu. Bornons-nous donc 4 cons- 
tater simplement le fait. 

Nous avons écrit récemment que l’irradiation pouvait créer 
chez les bactéries un état d’équilibre instable qui se manifeste 
par un taux de variabilité accru. Le mutant incolore illustre 
trés bien cet état d’instabilité. 

‘L’instabilité du mutant incolore se trahit non senlomeént 
par la dissociation constante de ses cultures, mais aussi par 
son pléomorphisme. Nous avons vu que les colonies de cette 
souche étaient composées de bactéries de formes trés diffé- 
rentes allant des cocci aux batonnets en passant par tous les 
intermédiaires. Nous voulons rappeler ici les résultats obtenus 
par Métalnikov et ses collaborateurs qui, en soumettant une 
sarcine 4 l irradiation par le radon, ont pu obtenir des 
formes nouvelles, stables, composées de batonnets typiques. 

La présence de batonnets parmi cette multitude de formes 
composant les cultures de notre mutant incolore semble 
confirmer les résultats de Métalnikov. 


RESUME. 


4° L’irradiation du mutant saumon d’une sarcine jaune 
isolée de chenilles d’Ocneria dispar a permis d’obtenir une 
nouvelle mutation dépourvue de tout pigment. 

2° Les colonies de la forme incolore ainsi obtenues sont 
composées de microbes de formes trés différentes allant des 
cocci aux batonnets en passant par des formes intermédiaires. 
8° Le nouveau mutant se distingue aussi par certaines de 
ses propriétés physiologiques. 

4° Le fait le plus intéressant, c’est l’instabilité du mutant 
mmcolore ; il se dissocie continuellement en donnant, au bout 
de quatre 4 six jours de culture, des colonies secondaires du 
type sawmon (forme & partir de laquelle le mutant incolore a 
été obtenu). 

Les repiquages des colonies secondaires saumon appa- 
rues sur les colonies incolores donnent des cultures sawmon 
stables. Ces cultures possédent toutes les propriétés de la 
souche saumon initiale. 
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6° La dissociation continuelle du mutant incolore ne peut 
étre interprétée ni comme une disjonction due au jeu de 
facteurs héréditaires, ni comme une adaptation aux condi- 
tions du milieu. 


L’instabilité de cette forme traduit peut-étre Pétat d’un 
certain déséquilibre dans la constitution de l’organisme 
étudié. 
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SUR LA TENEUR EN BORE DES FEUILLES 
DANS LA MALADIE DU CCEUR DE LA BETTERAVE 
ET D'AUTRES PLANTES 


par GaprigzL BERTRAND et Lazare SILBERSTEIN [4]. 


Une longue série de recherches, commencée il y a plusieurs 
dizaines d’années, a fourni la preuve que l’insuffisance du 
bore dans les milieux naturels ou artificiels de culture des 
plantes entraine un arrét plus ou moins accentué du dévelop- 
pement pouvant aller, depuis une simple diminution du poids 
de la récolte, jusqu’au dépérissement et a la mort. Ces effets 
pernicieux ont été reconnus déj&é sur un grand nombre 
d’espéces végétales et parmi les symptémes graves qui les 
accompagnent il en est un qui a été signalé a plusieurs reprises 
comme caractéristique : c’est Vatteinte prématurée de la 
partie terminale de la tige, comme cela se présente dans la 
plupart des cas, ou du bourgeon central lorsqu’il s’agit d’une 
plante dont les feuilles se développent en rosette autour d’une 
tige trés réduite. 

Ce symptéme a été signalé d’abord chez la féve par Kathe- 
rine Warington en 1923 [2]; il a été reconnu plus tard chez 
le tabac. par Mac Murtrey en 1929, Margarita Mes en 1930 et 
Van Schreven en 41934 [3], chez la betterave par Brandenburg 
en 1934 et W. Brenchley en 1937 [4], chez le mais par French 
en 4935 [5], chez le lupin jaune par Van Gennep en 1936 [6], 
plus récemment encore, chez le chou-navet ou rutabaga, le 
navet plat ou turnep, le chou-fleur, etc. 

C’est surtout chez des plantes faisant l’objet d’une culture 
intensive que l’on a observé la gravité du mal, notamment 
chez la betterave et le rutabaga ot it est connu sous le nom 
de « pourriture ou maladie du coeur ». 

A quelle circonstance peut-on attribuer une localisation si 
particuliére de l’affection due a la carence du bore ? 

Les résultats que nous avons publiés tout récemment sur 
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les variations de la teneur en bore des feuilles avec lage [7] 
ont montré que ces organes sont plus riches que l’ensemble 
du végétal auquel ils appartiennent et qu’ils présentent une 
teneur maxima dans la premiére période de leur développe- 
ment, soit dés le bourgeon, soit un peu apres. 

Nous avons fait remarquer que ces variations étaient pour 
ainsi dire paralléles, d’une part, a celles de la teneur en man- 
ganése, d’autre part, a celles de l’activité fonctionnelle des 
feuilles, ce qui peut s’interpréter en faveur de l’importance 
physiologique des deux oligoéléments et permet de voir dans 
les teneurs plus élevées de la feuille jeune que de la feuille 
adulte une sorte de mesure des besoins de l’organe en bore 
et en manganése. Mais, comme nous n’avions réalisé nos 
dosages de bore que sur des feuilles de végétaux ligneux, il 
nous a paru nécessaire, avant de généraliser les résultats aux 
plantes de grande culture énumérées plus haut et de tirer de 
cette généralisation la conséquence que l’on entrevoit, d’effec- 
tuer quelques déterminations quantitatives du métalloide sur 
des espéces herbacées. Nous avons examiné dans ce but la 
féve, la betterave, le chou-navet dit rutabaga et le chou ordi- 
naire ou chou pommé. 

_ La féve provenait du Centre national de Recherches agro- 
nomiques de Versailles, la betterave et le rutabaga de 1’Kcole 
nationale d’Agriculture de Grignon ; ces plantes avaient été 
mises obligeamment a notre disposition, la premiére par 
M. l’Inspecteur général Demolon et les deux suivantes par 
M. le professeur Guérillot. Quant au chou, nous l’avions 
cultivé nous-mémes dans le jardin de 1’Institut Pasteur, a 
Paris. : 

Pour l’examen comparatif des feuilles de féve, le bourgeon 
terminal (environ 4 centimétre) a été sectionné, puis les 
feuilles ont été détachées, avec les pédoncules, et groupées 
en cing lots, en allant du haut vers le bas de la tige. On a 
rassemblé les bourgeons terminaux de 20 pieds de féve et les 
feuilles seulement de 3 pieds. 

En ce qui est de la betterave et du rutabaga, les feuilles 
ont été séparées une par une, par section au ras du collet, en 
allant de l’extérieur vers le centre jusqu’au coeur ou bourgeon 
terminal, contenant encore deux ou trois petites feuilles. Afin 
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d’avoir une quantité suffisante de matiére pour les analyses 
de coeur, nous avons, comme pour la féve, réuni les. préléve- 
ments faits sur plusieurs pieds, 6 de betteraves et 9 de ruta- 
baga. 

Enfin, d’un pied de chou, semé l’année précédente et récolté 
avant la floraison, on a séparé seulement trois portions : le 
bourgeon central ou coeur du poids de 2 grammes 4 | état 
irais, les feuilles les plus rapprochées de ce bourgeon, environ 
4 grammes, et les feuilles vertes extérieures, du poids de 
37 grammes. 

Les opérations analytiques ont été exécutées sur les bour- 
geons terminaux ou les cceurs réunis des féves, des betteraves 
et des rutabagas, sur une portion aliquote des divers mélanges 
de feuilles, préalablement séchées et pulvérisées, des quatre 
plantes soumises 4 l'étude [8]. 

Voici disposés en tableaux, analogues 4 celui du mémoire 
précédemment cité, les résultats que nous avons obtenus. Les 
lots de feuilles ont été numérotés de haut en bas pour la féve, 
de lintérieur vers ]’extérieur pour les autres plantes. 


TABLEAU I. 


CENDRES BORE 
POIDS FRAIS | MATIERE en milligrammes 
p- 100 par kilogramme 
en séche 
mati¢re 


grammes p- 100 de matiére | de matiére 


\ pais % 
séche fraiche séche 


Feéve (récoltée le 1° aowt 1939) : 


Bourgeon terminal. 4 16,4 71,18 
Feuilles, lot4. . . 20 48,0 6,44 
== Wott en: 40 48,0 6,59 
een lOtcs. eee 24 AOE 5 8,00 
— lot4... 49 49,0 9,56 
$= Oba ee 16 14,4 14,07 


L’étude des variations de la teneur en bore des feuilles avec 
lage que nous avons rappelée au début de ce mémoire avait 
fait ressortir un maximum dans la premiére partie du déve- 
loppement de ces organes, soit dés le bourgeon (Marronnier, 
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TaBieau II, 


LONGUEURS ; CENDRES BORE 
MATIERE en milligrammes 
moyennes p- 100 par kilogramme 
séche 
en matiére 
: p- 100 
centimétres séche 


see 


de matiére | de matiére 
fraiche séche 


Betterave (date de la récolte, 5 juillet) : 


Bourgeons 4 13,04 
Feuilles, 1'° zone (4). 45 15,46 
— 2*zone.. 39 23,04 
ee ZONO! 1c. 45 26,96 
— 4° zone (2). 31 34,20 


Rutabaga (date de la récolte, 5 juillet) : 


Bourgeons AAS 
Feuilles, 1" zone (1). 43,95 
ot — 2° zone:(2),. 


CENDRES BORE 
MATIERE en milligrammes 
p- 100 _ par kilogramme 
séche 
matiére 
grammes p- 100 2 demmaticrenindemuntiona 
séche fraiche séche 


Chou (date de la récolle, 30 mars) : 


Bourgeons 2 
Feuilles, 1*¢ zone (1). 359) 
— 2° zone (2) oil 


~ {4} Feuilles les plus rapprochées du bourgeon central. 
2) Feuilles les plus externes, 


Sorbier, Lilas, Sapin), soit un peu aprés l’épanouissement de 
celui-ci (Fusain), Les nouveaux résultats que nous venons 
d’obtenir montrent que cette variation est un phénoméne 
général, s’appliquant aussi bien aux végétaux herbacés qu’aux 
végétaux ligneux. Ils nous permettent, en outre, de com- 
prendre comment des plantes trouvant dans leur milieu de 
culture tous les éléments nutritifs, mais une proportion insuffi- 
sante de bore, dépérissent en commencant par les parties les 
plus jeunes et les plus actives : l’extrémité de la tige, comme 
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dans le cas de la féve, et probablement du tabac, le coeur ou 
bourgeon central, comme dans celui de la betterave, du ruta- 
baga et peut-étre aussi du chou-fleur. 
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appelée communément racine de la betterave et du rutabaga. 
Voici les chiffres trouvés : 


POIDS MOYEN PAR PIED BORE EN MOYENNE 
en grammes par kilogramme 


a l'état frais | a l'état sec de matiére de mati¢re 


fraiche séche 


Botterave; feuillés’ . 2 3 = ¢ 
racine 
Rutabaga, feuilles 
— racine 


Nos recherchés étant momentanément entravées par les circonstances 


actuelles, nous versons ces chiffres au dossier des besoins en bore des 
plantes cultivées, 


Le Gérant : G. Masson. 
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